








Uber eine Proteiditherschwefelsaure aus dem 
Hypophysenvorderlappen. 


Von 
Sigmund Friinkel und Gabriele Monasterio (Genua). 
{Aus dem Laboratorium der Ludwig-Spiegler-Stiftung in Wien.) 


(Eingegangen am 30. Mai 1929.) 


Die Physiologie des Vorderlappens der Hypophyse hat in den 
letzten Jahren sehr an Interesse gewonnen, insbesonders deshalb, weil 
mit den Extrakten aus der pars anterior der Hypophyse in Tierversuchen 
zwei ganz verschiedene Wirkungen erzielt werden konnten. Wahrend 
H. M. Evans und seine Mitarbeiter bei der Verfiitterung der Vorder- 
lappen selbst oder von Extrakten aus denselben keine physiologische 
Beeinflussung beobachten konnten, hingegen aber bei der parenteralen 
Applikation an Ratten Riesenwachstum derselben sahen, aber ohne 
jede Einwirkung auf Geschlechtsorgane, haben andere Beobachter, 
insbesondere B. Zondek, darauf hingewiesen, da der Hypophysenvorder- 
lappen eine Substanz ausscheidet, welche eine besondere Wirkung 
auf die Geschlechtsdriisen ausiibt. Es ist also klar zu sehen, daf hier 
zwei verschiedene chemische Verbindungen in dem Driisenvorderlappen 
erzeugt werden, welche auf zwei verschiedene Systeme im Organismus 
reizend wirken. 

Von Interesse ist, da nach den bisherigen Forschungen beide 
dieser Verbindungen nicht coctostabil sind, daB aber die eine auf die 
Geschlechtsdriisen wirkende Substanz sich auch hypodermatisch 
einverleiben 14Bt und zur Wirkung gelangt, wahrend die Substanz 
von Herbert M. Evans nur auf parenteralem Wege beigebracht zur 
Wirkung gelangt. 

Der eine von uns (Frdnkel) hat wahrend seines Aufenthaltes in 
Kalifornien versucht, mit H. M. Evans die auf das Riesenwachstum 
wirkende Substanz zu isolieren. Die Erfahrungen des dortigen Instituts 
waren dahin gegangen, daB man selbst mit Lauge das Gewebe be- 
handeln kann, ohne die Wirkung zu zerstéren, aber das auch wisserige 
Extrakte oder Extrakte mit physiologischer Kochsalzlésung parenteral 
die Wachstumswirkung hatten. 

Die von H.M. Evans! beschriebene Methode bestand darin, die 
Hypophyse vorerst in 40°,igem Alkohol zu waschen, dann zweimal 


1 H. Evans, The function of the anterior hypophysis, 1925; The Harvey 
Society lectury. 
Biochemische Zeitschrift Band 211. 18 
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in steriler physiologischer Kcchsalzlésung vom Alkohol zu_befreien 
und dann mit Glas oder Sand zu einer Paste zu verreiben, und alles 
unter aseptischen Kautelen. Die Paste wurde mit physiologischer 
Kochsalzlésung verdiinnt und zentrifugiert. Erhitzen oder Zusatz von 
Alkohol in groBen Mengen zerstért sowohl den Effekt auf das Ova: 
als auch auf das Wachstum; setzt man nur so viel Alkohol dazu, dai 
die Alkoholkonzentration nicht mehr als 50°, betragt und trennt die 
mit Alkohol getrinkten Proteine ab, so ergibt die Fliissigkeit wohl die 
Einwirkung auf die Ovarien, aber nicht den Wachstumsreiz. Man 
sieht schon aus dieser Methodik, daB es H. M. Evans klar war, dai 
die wirksame Verbindung sich in der mit Alkohol fallbaren Protein- 
fraktion befand. 

Bei den Versuchen, die einer von uns dort mit H. M. Evans inaugurierte 
und die dann in Wien fortgesetzt wurden, zeigte sich sofort, daB es sich um 
einen sehr veriinderlichen Kérper handelt, welcher nicht nur, wie Lvans 
gefunden, durch Alkohol, Pasteurisation usw. inaktiv gemacht wird, 
sondern sich ungemein leicht in eine ganz unlésliche Substanz ver- 
wandelt, welcher wohl keine physiologischen Eigenschaften mehr 
zukommen diirften. Es hat sich ferner gezeigt, daB es nicht gut ist. 
von gefrorenem Material auszugehen, weil anscheinend auch hier die 
Wirkung verloren geht. Das beste war unter allen Umstiinden, von 
frischem Material auszugehen, was bei unseren eigenen Versuchen in 
groBen Schlachthausern in Wien ohne weiteres méglich war. Wir 
waren auch in der Lage, noch am selben Tage frische Hypophysen aus 
den Schlachthiiusern zu bekommen und sofort zu verarbeiten. Diese 
dann gut herauspraparierten Organe wurden vorerst auf dem Broyeur 
Latapie zu einer dicken Suppe vermahlen und dann mit Glassand in 
der Reibschale fein verrieben und die, wie sich herausstellte, immer 
saure Fliissigkeit mit Natriumbicarbonat neutralisiert. 

Auf 300 g frisches Gewebe verbrauchten wir 5 g Natriumbicarbonat. 
Die ganze Masse wurde auf der Zentrifuge getrennt und der ungeldste 
Riickstand mehrere Male mit destilliertem Wasser ausgeholt und wieder 
auf der Zentrifuge getrennt. 

Die blank geschleuderte Fliissigkeit opalisierte stark und hatte 
einen feinen rétlichen Ton. Sie wird gegen destilliertes Wasser dialysiert 
oder noch rascher elektrodialysiert, hierauf wird, wenn sich in dem 
Dialysierfilter etwas abgeschieden hat, blank geschleudert (wenn sich 
nichts abscheidet, kann man diese Operation ersparen), und nun leitet 
man Kohlensiuregas durch den adialysablen Teil, welchen man kalt 
halt. Alle Operationen wurden bei -+- 1°C gemacht, da wir in einem 
sehr geraumigen Frigidaire, in welchen elektrischer Strom eingeleitet 
ist, alle Dialysen und Elektrodialysen ohne Zusatz von Konservierungs 
mitteln durchfiihren kénnen, ohne eine Veranderung durch Mikro 
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organismen oder durch Gefrieren befiirchten zu miissen. So sind beide 
schadlichen Einfliisse ohne weiteres ausgeschaltet, und es eriibrigt sich, 
bis auf das kurze Zentrifugieren, das Arbeiten bei Zimmertemperaturen 
im Sommer. 

Es scheidet sich ein weifBer Niederschlag ab, waihrend die rote 
Farbe in Lésung bleibt. Wenn sich nichts mehr abscheidet, schleudert 
man den Niederschlag auf der Zentrifuge ab und wascht ihn mehrfach 
mit in der Kalte mit Kohlensiuregas gesiattigtem destillierten Wasser, 
in welchem unsere Verbindung unléslich ist. Hierauf lést man sie in 
iuBerst verdiinntem Ammoniak auf; es geniigt eine sehr kleine Menge 
Ammoniak, um die durch Kohlensiure abgeschiedene Substanz in 
Liésung zu bringen; dann schleudert man die Lésung wieder blank. 
In diese leitet man wieder Kohlenséiure ein, und zwar in der Kialte; 
es fallt die Substanz wieder aus; dieses Verfahren wiederholt man zwei- 
bis dreimal, dann wascht man mit kohlenséuregesattigtem Wasser bis 
zum Verschwinden der Ammoniakreaktion mit Nesslerschem Reagens 
im Waschwasser. Arbeitet man in einer konzentrierten Lésung der 
Verbindung in wenig Ammoniak, so kann es vorkommen, das Kohlen- 
siure die Substanz nicht abscheidet; verdiinnt man aber dann mit 
kohlensauregesattigtem Wasser, so fallt sie wieder aus. 

Trocknet man die so dargestellte Substanz im Vakuum iiber 
Schwefelsdure, so geht nach einiger Zeit das erhaltene Pulver in einen 
Zustand iiber, der mit dem urspriinglichen nicht identisch ist; d. h. die 
Substanz lést sich nur zum Teil in verdiinntem Ammoniak auf, der 
Hauptteil bleibt ungelést. Darauf ist wohl die verminderte Wirkung 
eines getrockneten Praparates zuriickzufiihren. 

Die Ausbeute ist bei unserem Verfahren eine relativ sehr hohe, 
denn 300 g frischer auspraparierter Driise (Vorderlappen) gaben 2,28 g 
Trockenpulver, also fast 1°, auf feuchtes Gewebe gerechnet bzw. 2,5 ° 
auf Trockensubstanz. 


Wir haben uns bemiiht, an frischen Priparaten die chemischen 
Eigenschaften festzustellen. Es war vor allem klar, daB es sich um einen 
sehr sauren Kérper handelt, welcher sich ungefihr wie ein Globulin 
mit Kohlensaiure aus seiner salzfreien Lésung fiillen 1iBt. Das ganze 
von uns angewendete Verfahren besteht in der Darstellung eines 
Gewebeglobulins ohne Verwendung von Neutralsalzen zur Fiallung, 
dagegen mit Verwendung der Dialyse zur Entfernung aller Salze und 
Fallung mit Kohlensaure in salzfreier Lésung. 

Der Kérper zeigt deutlich Biuretreaktion. Interessant ist aber, 
da8 ihm durchaus nicht alle EiweiBreaktionen zukommen. Er zeigt 
in charakteristischer Weise sowohl die Xanthoprotein- als auch die 
Millonsche Reaktion, was beweist, da die Tyrosin- und Phenyl- 
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alaningruppe in ihm vorhanden. Hingegen ist die Molischreaktion 
auf Kohlehydrate negativ. Ebenso negativ fallt die Tryptophan 
reaktion von Hopkins mit Glyoxylsiure und Schwefelsiure aus 
so daB die Tryptophangruppe in dieser Verbindung fehlt, was sehr 
interessant ist. Die Verbindung enthalt kein Cystin, da _ blei 
schwiarzender Schwefel in ihr auch nicht in Spuren nachgewiesen werden 
konnte, was auch beweist, daB die von uns dargestellte Substanz ganz 
frei war von Spuren verunreinigender Proteine, welche alle die sehy 
feinen Reaktionen auf Kohlehydrat, Tryptophan und bleischwarzenden 
Schwefel geben. Die Substanz enthalt aber Schwefel in reichem Mabe, 
ebenso Phosphor. Es war daher fiir uns notwendig, zu sehen, in welcher 
Form der Schwefel enthalten ist. Da zeigte es sich, daB ein groBbe1 
Teil des Schwefels in Form von Schwefelsdure bei der Hydrolyse mit 
verdiinnter Salzsiure sich abspalten ]4Bt. Diese Schwefelsaure ist also 
esterartig gebunden, aber nicht an Kohlehydrat wie in der Chondroitin- 
schwefelsiure oder in den Mucoitinschwefelsiureverbindungen von 
Ph. A. Levene, bei denen die Schwefelsiure entweder an Chondrosamin 
oder an Glykosamin (Chitosamin) gebunden erscheint!, sondern in 
anderer Art, wahrscheinlich an eine hydroxylartige Aminosaure be- 
festigt, da ja unsere Verbindung keine Kohlehydratgruppe enthalt. 
Bei der Elementaranalyse der Verbindung fanden wir nach dem Trocknen 
im Vakuum iiber Schwefelsiure folgende Werte: 


N-Bestimmung. 


4,798 mg Substanz 7 14° p 740 v 0,468 ecm (korr.) 
N = 11,31% 
1,424 mg Substanz t¢ 24° ip 754 »v 0,183 ccm (korr.) 


N = 11,38% 


S-Bestimmung. 
7,870 mg Substanz 2,118mg BaSO, 3,69% 5 
8,086 ,, %» 2,004 ,, » 3,40% 8 
80, H,-Bestimmung. 
0,1453 g Substanz 3,032mg BaSO, 2,87% S als SO,H, 
0,1256 g * 2,608 ,, a 2,85% 5S ,, ” 
P-Bestimmung. 
4,674 mg Substanz 1,262 mg Ammonphosphormolybdat 0,39% P 
8,362 ,, - 2,142 ,, es 0,37% P 
C- und H-Bestimmung. 


6,520 mg Substanz 13,790 mgCO, 57,70%C 5,296mg H,O 9,09°% H 
6,012 ,, - RETF R si: ae: SERB BO we 9,33% H 


1 Ph. A. Levene, Hexosamines and Mucoproteins, New York 1925; 
Monographs on Biochemistry. 
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. ; . Darin S in Form von 
Cc H N P : Schwefel SO, H, 

57,70 9.09 11,31 0.39 3,69 2.87 

57,96 9,33 11,38 0,37 3.40 2.85 


Es ]aBt sich nun aus diesen Zahlen errechnen, da} auf 9 Atome 
Schwefel 1 Atom Phosphor in der Verbindung enthalten, von diesen 
9 Atomen Schwefel sind genau 7 Atome in Form von Schwefelsaure 
enthalten. - Wiirde die kleine Menge Phosphor nicht zum Molekiil ge- 
héren, so ware die kleinste Relation von N : S = 7: 1, wobei der kleinste 
Wert fiir S, aus dem Verhaltnis zwischen Gesamtschwefel und Schwefel- 
siureschwefel gerechnet, 4 ware. 

Wir sehen hier eine globulinartige Verbindung einer neuen Klasse 
von eiweiBartigen Kérpern, die als Proteido-dtherschwefelsdéuren zu be- 
zeichnen sind und die sich durch physiologische Wirksamkeit auszeichnen, 
welche den Amino-kohlehydrat-atherschwefelsiure-verbindungen nicht 
zukommt. In der Leber haben wir jiingst eine Verbindung ge- 
funden, welche ebenfalls als eine Atherschwefelsiure anzusehen ist. 
Wir verweisen in dieser Arbeit auf diese gleichzeitige Abhandlung und 
aiuBern unsere Meinung dahin, dai wohl auch in anderen Organen 
solehe verschiedenartig gebauten, von Proteinen abstammenden und 
ihnen nach den Reaktionen zugehérigen, leicht verinderlichen Sub- 
stanzen vorkcmmen, nach denen nun zu fahnden wire. 

Von groBbem physiologischen Interesse ist es auch, daB die Ver- 
bindung, in frischem Zustande in einer Spur Ammoniak gelést, die 
Blutgerinnung ungemein beschleunigt. Entnimmt man aus dem Herzen 
frisches Blut und bringt es in zwei paraffinierte Eprouvetten, so sieht 
man bei Zusatz einer Spur der Lésung der neutralisierten Proteido- 
schwefelsiure aus der pars anterior der Hypophyse eine sofortige Ge- 
rinnung im Gegensatz zu der Kontrolle. 

















Uber eine Proteiditherschwefelsiure in der Leber. 
Von 
Sigmund Friinkel und Gabriele Monasterio (Genua). 
(Aus dem Laboratorium der Ludwig-Spiegler-Stiftung in Wien.) 


(Eingegangen am 30. Mai 1929.) 


Die Untersuchungen von Minot und Murphy’ zeigten, daB das Ver- 
fiittern groBer Mengen von Leber bei perniciéser Animie eine Er- 
héhung der Konzentration der roten Blutkérperchen im Blute zur 
Folge hat. Uber die Natur dieser in der Leber enthaltenen Substanz 
sind dann groBe Untersuchungen insbesondere von £. J. Cohn, G. R. 
Minot, G. A. Alles und W. 7. Salter? ausgefiihrt worden, welche er- 
wiesen, daB die wirksame Verbindung wasserlislich, mit Alkohol fallbar 
und unléslich in Ather ist. Diese Untersucher hatten Priparate in der 
Hand, welche weder Eisen noch Proteine noch Kohlehydrate noch 
Lipoide enthielten, und doch wirksam waren. Die wirksame Substanz 
wird von basisch essigsaurem Blei nicht gefallt, hingegen aber von 
Phosphorwolframsaure. Nach ihren Untersuchungen enthalt sie 19°, 
Stickstoff und sie sehen die Verbindung als eine stickstoffhaltige Base 
oder als ein Polypeptid an. Von ihrem reinsten Praparat geniigen 0,6 g 
taglich fiir die Bebandlung von Patienten mit perniciéser Anamie. 

Wir haben aus wesentlich anderen Griinden die Untersuchung 
der Leberextraktivstoffe vorgenommen und bei dieser Gelegenheit 
auch eine Reihe von Leberextrakten untersucht, welche fiir die Be- 
handlung perniciéser Anamie in Europa marktgiingig sind, ohne bei den 
letzteren Untersuchungen zu einem abschlieBenden Urteil zu gelangen 
Die zur Anwendung kommenden Verfahren beruhten bis jetzt darauf, 
aus frischer Rinderleber bei saurer Reaktion einen wasserigen Extrakt 
zu machen, hauptsachlich in der Weise, daB man zu einem Kilogramm 
Leber 40 cem einer Normalsaure zusetzt und die Fliissigkeit von den 


1 Journ. of the Amer. Med. Assoc. 87, 470, 1926; 89, 759, 1927; Trans. 
Assoc. Amer. Phys. 42, 83, 1927; Amer. Inst. Med. Soc. 175, 581, 1928. 
2 Journ. of Biol. Chem. 77, 325, 1928. 
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festen Anteilen trennt. Erwirmt man dann dieses Filtrat auf 60 bis 
70°, so fallen die Proteine aus. Diese nun proteinfreie Lésung wird 
konzentriert und so viel Alkohol zugesetzt, daB die alkoholische Lésung 
eine Konzentration von 70°, hat. Diese 70° ige alkoholische Lésung 
wird vom Niederschlag abfiltriert und im Vakuum sehr stark eingeengt 
und dieses Konzentrat in absoluten Alkohol gegossen, so daB dieser 
nach dem Eintragen des Konzentrats wenigstens 95° ig wird. Die aus- 
fallende Substanz wurde von den amerikanischen Forschern mit 
absolutem Alkohol gewaschen und erwies sich als sehr hygroskopisch. 
Etwas mehr als die Halfte von dieser Alkoholfallung, wieder in Wasser 
gelést, konnte mit basisch essigsaurem Blei gefallt werden und dies bei 
alkalischer Reaktion, die man mit Barytwasser erzeugte. Nach Ent- 
fernung von Blei und Baryt aus der Fliissigkeit wurde die wirksame 
Verbindung mit Phosphorwolframsaure ausgefallt. Die aus dem 
Phosphorwolframiat erhaltene Substanz der vier genannten ameri- 
kanischen Forscher gab eine starke Biuretreaktion, keine Molisch- 
reaktion, keine Tollensreaktion und reduzierte Kupferlésungen nicht. 
Auch die Bleiprobe auf Sulfhydrylschwefel versagte, jedoch zeigte die 
Verbindung eine starke Millonreaktion, aber nur eine schwache Xantho- 
proteinreaktion. Positiv und stark war noch die Reaktion mit Diazo- 
benzolsulfosaure und mit dem Folinschen Phenolreagens, aber nicht mit 
seinem Harnsaurereagens. Die Substanz der amerikanischen Forscher 
gab eine schwache Adamkiewiczreaktion und eine pesitive Reaktion 
mit Dimethylaminobenzaldehyd. Die Reaktion mit a-Naphthol und 
unterchloriger Saure und die Diacetylprobe waren beide positiv. 

Im Gegensatz zu diesen Feststellungen haben wir gesehen, dab 
bei Herstellung des primaren Extraktes aus Rinderleber mit Wasser 
und Normalsaure und Erhitzen desselben auf 60 bis 65° ein eiweibfreies 
Filtrat nicht zu erzielen ist, und daB man mit Eiwei®fallungsreagenzien 
noch sehr starke und reichliche Fallungen im Filtrat erzielen kann. Wir 
waren daher auch schon hier genétigt, den Gang der amerikanischen 
Untersucher stark abzuaéndern und haben es daher vorgezogen, uns 
vorerst auf die rein chemische Untersuchung der Extraktivstoffe zu 
beschranken. Wir haben deshalb zu diesem Zwecke nach Herstellung 
des Primarextraktes mit Normalsiure und Erwarmen desselben, der 
eiweiBhaltig war, die sehr eiweiBreiche Lésung mit Trichloressigsiure 
gefallt. Der Verbrauch an Trichloressigsiure ist ein recht groBer, 
aber diese Saéure hat den Vorteil, daB sie sehr leicht entfernt oder zerstért 
werden kann, da sie sich bei Erwarmen bekanntlich in Chloroform 
und Kohlensiure zerlegt. Wir haben die EiweifBstoffe mit Trichloressig 
saure entfernt. Setzt man zu dem Filtrat der Trichloressigsaurefallung 
neutrales essigsaures Blei zu, und stumpft die saure Reaktion durch 
Zusatz von Bleicarbonat ab, bis Bleicarbonat nicht mehr in Lésung 





266 S. Frankel u. G. Monasterio: 


geht, so erhalt man von neuem einen Niederschlag, aber das Filtrat 
dieses Niederschlages gibt mit basisch essigsaurem Blei keinen Nieder 
schlag mehr, so daf bei unserer Vorgangsweise das von den ameri- 
kanischen Autoren verwendete Verfahren des Zusatzes von basisch 
essigsaurem Blei und Atzbaryt iiberfliissig erscheint, da nach Verwendung 
der Trichloressigsiure und des neutralen essigsauren Bleies basisches 
Bleisalz keine Fallung mehr gibt (die bleihaltige Fliissigkeit wird vorerst 
im Vakuum konzentriert) und durch sie, welche sehr stark opalisiert 
und ein wenig triibe erscheint, schickten wir einen Strom von Schwefel- 
wasserstoff; das Schwefelblei reiBt alle Triibung mit, denn die nun 
resultierende Fliissigkeit ist ganz klar. Man filtriert vom Schwefelblei 
der Schwefelwasserstoff wird aus dem Filtrat mit Kohlensaure verjagt 

Wir haben fiir einen Versuch 4kg im Broyeur Latapie zer- 
kleinerte Rinderleber, 4 Liter destilliertes Wasser und 160 ccm 
Normalessigsaure verwendet. Wir konzentrierten das Filtrat nach 
der beschriebenen Reinigung auf 250 ccm, setzten 500cem Alkoho! 
zu, wobei sich eine Triibung bildete. Die abgeschiedene Substanz 
wurde abfiltriert, sie bestand aus Glykogen. Wir iiberzeugten 
uns, da vor der Fallung mit Alkohol die von Blei befreite Lésung 
mit Trichloressigsiure keinerlei Fallung oder Triibung mehr gab. 
Wir hatten nun 750 cem Filtrat, die wir auf 50 cem im Vakuum kenzen- 
trierten. Diese 50 ccm haben wir der Dialyse gegen destilliertes Wasser 
unterworfen und wechselten das Wasser sehr hiufig, bis die saure 
Reaktion im Dialysat verschwunden war. Der Inhalt des Dialysier- 
papiers wurde hierauf im Vakuum sehr stark konzentriert bis auf 
100 cem, dem Konzentrat setzten wir 200 cem Athylalkohol zu und er- 
hielten einen starken Niederschlag, von dem abfiltriert wurde. Das 
Filtrat, das nun ungefihr 70°, Alkohol enthielt, wurde wiederum im 
Vakuum bis ungefaihr 50 ccm konzentriert und dieses Konzentrat mit 
einem sehr groBen Uberschu3 von Alkohol gefallt, solange sich noch ein 
Niederschlag bildete. Wir erhielten nicht mehr eine gelatinédse Substanz. 
sondern ein weibes, amorphes Pulver, das hart war. Dieses wurde mit 
95 °.,igem Alkchol gewaschen, dann mit absolutem Alkohol und schlieb- 
lich mit Ather und rasch ins Vakuum auf einem geharteten Filter 
gebracht. Mit dieser Substanz haben wir eine Reihe von Reaktionen 
angestellt, wobei wir ungefahr eine 1 °,,ige wasserige Lésung benutzten 

Die Substanz zeigte folgende Eigenschaften: Sie war leicht hygro- 
skopisch und zeigte starke elektrische Erscheinungen beim Verreiben 
in der Achatschale, so da$ das ganze Pistill mit der Substanz feder- 
férmig bedeckt erschien. Beim Auflésen im Wasser gelatinierte dic 
Substanz vorerst, um dann eine klare farblose Lésung zu geben, dic 
Reaktion dieser Lésung war sauer. Die Lésung gibt mit Millonschem 
Reagens eine weibe Fallung, die beim Kochen sich auflést, aber ohne 
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Varbung. Die Substanz enthalt also kein Tyrosin oder einen anderen 
Phenolkomplex. Die Biuretreaktion ist klar und deutlich positiv, 
die Reaktion auf Tryptophan nach Hopkins absolut negativ. Kocht 
man die Substanz in verdiinnter Natronlauge, so wird sie leicht gelb, 
kocht man sie mit Natronlauge und etwas Bleisalz, so gibt sie keine 
Reaktion der Sulfhydrylgruppe, enthalt also keine Cystingruppe. 
Konzentrierte Salpetersiure gibt weder eine Firbung noch eine Fallung 
und auf Zusatz von Natronlauge entsteht keine Xanthoproteinreaktion. 
Im Gegensatz zu den amerikanischen Forschern hat unser Praparat, 
welches ja wesentlich anders dargestellt war, die Reaktion von Molisch 
positiv gegeben, sie tritt nur mit Verspitung ein. Setzt man zu der 
Lésung unserer Substanz sehr verdiinnte Jodlésung, so tritt weder 
eine Farbung (Glykogenprobe) noch eine Entfarbung ein. In unreinen 
Praparaten, welche wir ver der Dialyse untersucht hatten, -hhaben 
wir starke Entfarbung der Jodlésung bemerken kénnen. 

Bei unseren Alteren Experimenten haben wir vorerst versucht, 
mit Trichloressigsiure allein durchzukommen, das geht auch bis zu 
einem gewissen Mae, doch erscheint dann das Verfahren sehr teuer, 
wenn man, wie wir es getan haben, die ganz> Leber, wie in dem Alteren 
Glykogenverfahren von Sigmund Frankel, mit Trichloressigsiure ver- 
reibt, das Filtrat von dieser Verreibung konzentriert, von Glykogen mit 
Alkohol befreit und mit absolutem Alkohol fallt. Auf diese Weise erhalt 
man einen weifen Kérper, der sich teilweise in Wasser list, die wasserige 
Lisung aber gibt mit neutralem essigsaurem Blei einen Niederschlag. 
Dieses Praparat erwies sich als sehr stark sauer, anscheinend von Gallen- 
farbstoffen griinlich gefarbt und gab mit Phosphorwolframsaure einen 
Niederschlag, mit Trichleressigsiure keinen Niederschlag, mit essig- 
saurem Quecksilber weder in neutraler noch in saurer noch in alkalischer 
Lisung einen Niederschlag. Wasserige Pikrinsiure erzeugte nur eine 
Triibung. 

Die nach dem neuen Verfahren dargestellte Verbindung ist 
in starkem Alkohol unldslich, ebenso unldéslich in Ather, sie gibt, 
wie erwahnt, die Millon- und Molischreaktion, ebenso deutlich die 
Biuretreaktion, es fehlt die Tryptophangruppe, die Phenylalaningruppe, 
die Cystingruppe. Die Kohlehydratreaktion stammt weder von 
Galaktose noch Pentose, da die Orcin-Salzsdiure-Eisenchlorid-Reaktion 
negativ verlauft. 

Von den Fallungsreaktionen fallt die mit konzentrierter Salpetersaure 
negativ, mit Phosphormolybdansaure und Salzsiure positiv aus, hingegen 
geben Uranylacetat, Kaliumquecksilberjodid, Pikrinsiure, Pikrolon- 
siure keine Fallungen; Eisenchlorid gibt weder Fallung noch Farbung 
Quecksilberacetat faillt weder in saurer noch in neutraler noch in 
alkalischer Lésung. 
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Die Verbindung ist also als ein die Tyrosingruppe und die Kohk 
hydratgruppe enthaltendes Peptid anzusehen, das die gewéhnliche) 
Fallungsreaktionen der EiweiSkérper nicht mehr gibt und nur von 
dem allgemeinsten Basenfallungsmittel, der Phosphorwolframsiur: 
gefallt wird, wihrend die anderen versagen 


Die Verbindung reagiert stark sauer. 0,0558 g verbrauchen zur 
Neutralisation gegen Phenolphthalein 35,5 n/100 Kalilauge = 0,355 cem 
n Lauge, so daB das niedrigste Molekulargewicht rund 1570 bzw. das 
Multiple davon betragen wiirde, wihrend es sich aus der Ather-. 
schwefelsaurebestimmung auf n (1481) berechnet 

Wir haben versucht, von dieser Verbindung Salze mit Blei, Zink 
Calcium herzustellen, ohne daB es gelungen wire, kristallisierte Kérper 
zu fassen. 


Die Stickstoffbestimmung zeigte folgende Werte: 

Substanz 2,157mg 1t7 p 754 v (korr.) 0,245, d.i. 13,749 N 
ef 2,244 ,, eis “9 TOR wf ,. O86, d.i. 1591% N 
Van-Slyke-Bestimmung der freien Aminogruppen. 

Substanz 0,1117 geben ¢ 18° p 746 wv 5,00 d.i. 2,05°, fiir die Halfte 

gerechnet. 

Daher sind von den 12 N-Atomen zwei in Form von Aminogruppen enthalten. 
S-Bestimmung. 


0ll mg BaSO,, d.i. 7,68% 8S 
mr d.i. 7,49% 8 


Substanz 3,596 mg 2, 
Oe. 2, 


Bestimmung der beim Kochen mit verdiinnter Salzsiéure abspaltbaren 
Schwefelsaure : 
Substanz 0,1191 g geben 0,002 BaSO,, d.i. 2,49°% S 
0,1722g ., 0,0027 ,, d.i. 2,16% 8 


_ Es 1aBt sich pee diesen Bestimmungen errechnen, daf die Ver- 
bindung zumindest 12 Atome Stickstoff auf 3 Atome Schwefel enthalt 
und da von diesen 3 Schwefelatomen eines in Form einer gepaarten 
Schwefelsiure vorhanden ist. 


Wir sehen also, daB hier, wie auch in der Hypophysis pars anterior. 
eine peptidartige, sehr schwefelreiche, aber cystinfreie Substanz ent- 
halten ist, von der ein Schwefelanteil in Form von Schwefelsaure ester- 
artig gebunden ist, und daB diese beiden Verbindungen einer neven 
Gruppe von Peptiditherschwefelsiuren angehéren, fiir die wir den 
Namen Proteidschwefelsaureester vorschlagen. 


Uber die Wirksamkeit dieser Verbindung werden wir nach Dar- 
stellung einer gréBeren Menge berichten. 
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Die Darstellung dieser Substanz ist sehr einfach und wir fassen 
sie kurz zusammen: Frische, zu Brei vermahlene Rindsleber wird mit 
dem gleichen Gewicht destillierten Wassers und 40 ccm Normalessig- 
saure (d.i. 70g Eisessig je 1000 ccm Siurelésung) verrieben, filtriert 
oder zentrifugiert, die Lésung auf 60 bis 70° erwarmt, filtriert, das 
abgekiihlte Filtrat mit Trichloressigsiure gefillt, so lange eine Triibung 
erfolgt, filtriert und mit aufgeschlemmtem Bleicarbonat neutralisiert. 
Das Filtrat wird im Vakuum eingeengt, mit Schwefelwasserstoff entbleit, 
filtriert, mit Kohlensaure der Schwefelwasserstoff verjagt, das Filtrat 
mit dem doppelten Volumen Alkohol gefillt, die Fallung verworfen, 
das Filtrat im Vakuum auf ein kleines Volumen konzentriert, hierauf 
gegen destilliertes Wasser dialysiert, bis die AuBenfliissigkeit nicht 
mehr saure Reaktion zeigt. Der nicht dialysable Anteil wird hierauf 
im Vakuum sebr stark konzentriert, mit dem doppelten Volumen 
Alkohol gefallt, das alkoholische Filtrat wieder im Vakuum konzentriert 
und mit einem groBen AlkoholiiberschuB gefillt. Es fallt ein weiSes 
Pulver, das man mit 95°,igem, dann mit absolutem Alkohol, schlieBlich 
mit Ather trankt und im Vakuum trocknet. 





Fragen der pathologischen Fettbildung’. 


II. Mitteilung: 
Das Problem des Lecithins. 


Von 


Georg Rosenfeld (Breslau). 


(Eingegangen am 30. Mai 1929.) 


In der ersten Mitteilung wurde gegen alle nur erdenklichen Ein- 
winde nachgewiesen, daB bei fettarmsten Tieren keinerlei Fetthbildung 
etwa aus Eiweif} — nach den verfettenden Agenzien auftriate, sondern 
daB der einzige festzustellende Vorgang der der Fettwanderung wire 
Dieser Punkt konnte nicht zu pedantisch verankert werden, denn er 
ist der Haupt- und Stiitzpunkt in der ganzen Lehre von der patho. 
logischen Fettbildung aus ihm folgt eo ipso die Lehre von der Fett- 
wanderung; denn wenn aus EiweiB Fett nicht entstehen kann, so miissen 
seine Anhéiufungen — in der Leber, im Herzen — beim Fehlen von 
Nahrungsfettzufuhr einzig durch Fettwanderung entstanden sein 
Von dieser Grundtatsache, daB die Fettwanderung der einzige Weg 
der zu Fettanhiufung bei Vergiftungen fiihrt, sei, miissen wir so fest 
iiberzeugt sein, daB uns alle méglichen Nebenumstinde nicht irre machen 
kénnen. Wir diirfen uns z. B. nicht zu Zweifeln an der AusschlieBlich- 
keit dieses Modus der Verfettungsentstehung verfiihren lassen, wenn 
wir sehen, daB Zellen, in denen Fettanhaufung auftritt, Zellschddigungen 
aufweisen, degenerative Veranderungen, also Eiweifschddigungen der 
Zellen; wir diirfen uns dadurch nicht dazu verleiten lassen, aus diesem 


1 Ausgefiihrt mit der Unterstiitzung der Notgemeinschaft der deutschen 
Wissenschaft. 
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seschadigten EiweifB das Fett abzuleiten. Denn das verbieten, ab- 
vesehen von den eben gegebenen Beweisen, schon die quantitativen 
Verhaltnisse. Denn es geht z. B. bei der Phlorizinvergiftung eine Kleinig- 
keit EiweiB, etwa 1g LebereiweiB pro Kilo Tier, verloren, und es 
treten an seine Stelle bis 17 g Fett, waihrend doch in héchstem MaBe 
|g Eiwei8 theoretisch 44g Fett hergeben kénnte (wobei noch das 
KiweiBdefizit den im Harn auftretenden Zucker decken muB, also 
anderweitig Verwendung findet). Von der Lehre der Fettwanderung 
aus kénnen wir uns den Kampf der Zelle mit den aufgenommenen 
Giften genauer ausmalen. Das Gift schadigt und reizt die Zelle, die 
ihrerseits ihren Stoffwechsel zur Abwehr steigert ; um ihn durchzuhalten, 
verbrennt sie alles ihr zur Verfiigung stehende Material, zunichst die 
Kohlehydrate, die sie beherbergt und die ihr zuflieBen ; darum schwindet 
bei jeder derartigen Vergiftung zuerst alles Glykogen aus den‘ Zellen, 
darum sinkt z. B. bei der Phosphorvergiftung selbst der Blutzucker ; 
reicht das nicht aus, so wird das zustrémende Eiweif8 oder der Bestand 
an EiweiB in die Verbrennung einbezogen. Fiir die Fettanhiufung 
habe ich die Anschauung vertreten, daB das in die Leber wie stets 
eintretende Fett jetzt nicht verbrannt werden kann, weil das zur Fett- 
verbrennung nétige Unterziindungsmaterial, die Kohlehydrate, ver- 
braucht sind, das zustrémende Fett muB ohne Entflammungsmaterial 
in der Zelle liegen bleiben und das Bild hochgradiger Fetfinfiltration 
bewirken. 

Wieviel EiweiB wir in den infiltrierten Zellen finden} das hangt 
davon ab, ob wir die Zellen zur Untersuchung bekommen in dem 
Moment, wo das EiweiB im Stoffwechsel hart mitgenommen und ver- 
braucht ist, oder in dem Moment, wo ein reicher Zustrom die Zelle 
eiweiBreicher gemacht hat: beide Stadien, das eiweiBarme und das 
eiweiBreiche, werden nur von dem Kampfstoffwechsel der Zelle bedingt 
und haben keine genetische Beziehung zu dem Fette. Ich habe z. B. 
den Stickstoffgehalt der Phosphor- und Alkohollebern, pro Kilogramm 
Tier berechnet, zumeist erhéht gefunden, wahrend Gubser in neueren 
Versuchen den N-Gehalt bei Phosphor vermindert fand. Findet 
man die Leber in diesem Zustand des abgekimpften Eiweib- 
besitzes, dann wird allzuleicht der Virchowsche Gedanke wieder auf- 
tauchen, daB in diesem eiweiBarmen Gebilde liegendes Fett aus EiweiB 
metamorphisiert ist, und dieser Gedanke ist neuerdings auch in eben 
dieser Gubserschen Arbeit aus dem Davoser Laboratorium von A. Loewy 
aufgetaucht. Es wurden Tiere unter schirfster Luftverdiinnung gehalten 
und dabei starke Verfettung der Leber und anderer Organe gefunden. 
Diese Verfettungen sowie die Verfettungen bei Phosphor wurden bis 
ins einzelne studiert, und es wurde dabei festgestellt, daB der durch 
Hitze koagulable Stickstoff der Leber sowie der Phosphorgehalt der 
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fettfrei gemachten Leber vermindert sind. Als nun gar in dem an 
gehiuften Fett erhebliche Mengen von phosphor- und stickstoffhaltige: 
Substanz, namlich Lecithin, gefunden wurde, kam Gubser zu der An 
nahme, daB hier zwei Prozesse vorlagen: ein InfiltrationsprozeB, aut 
Fettwanderung beruhend, und ein anderer ProzeB, durch den sic! 
hier eine Lipoidbildung aus Eiweif vollzogen hatte. ,,.Was Virchow 
vor 80 Jahren lehrte, daB namlich das Eiweif als Ausgangsmateria! 
fiir Fett dienen kénnte, scheint sich heute aufs neue bestatigen zu 
wollen, freilich nicht in der chemischen Herleitung, wie sie Virchou 
damals aufstellte“, ... ..muB auch der Vorgang der Fettinfiltration 
zugegeben werden. Aber der Vorgang der Lipoidbildung erschépft 
sich damit nicht. Denn das zugewanderte Fett muf in der Leber selbst 
unter den Bedingungen der Luftverdiinnung und der Phosphorvergiftung 
einen Aufbau zu Phosphatiden erfahren.”’ 

Man kann in diesem Gedankengang eine stark modifizierte Form 
der alten Lehre von der Bildung diesmal nicht des Fettes, sondern 
eines Lipoids aus EiweiB ersehen. 

Driicken wir das einmal in Zahlen aus, so mége das verfettete 
Meerschweinchen 20%, Fett in seiner Leber haben, von denen 10° 
Altbesitz seien. In diesem Altbesitz nehmen wir etwa 50°), also die 
Halfte, Lecithin an, und nun sind 10°, Gesamtfett hinzugekommen 
(die Zahlen schweben etwas in der Luft, weil in Gubsers Untersuchungen 
Kontrolltiere fehlen), und von diesen 10°, ist die Halfte zugewandertes 
Fett urid die andere Halfte mit Hilfe des geschadigten EiweifSes ent- 
standenes Lecithin. 

Wir haben aiso hier, wenn wir an die Kritik dieser Dinge heran- 
gehen, analoge Verhiltnisse wie bei der alten Virchowschen Lehre 
von der Entstehung von Fett aus EiweiB. Wir haben nun eben bewiesen 
daB diese Entstehung von Fett aus Eiweif nicht méglich ist, weil 
in fettarmsten, aber eiweiBreichen Tieren eine Fettleber nicht zustande 
kommt. Mit genau derselben Beweisfithrung kénnen wir jetzt nach- 
zuweisen versuchen, daB das Lipoid — das Lecithin — nicht aus Eiwei! 
entsteht. Entstiinde es aus EiweiB, dann hindert nichts eine Lecithin- 
bildung auch beim fettaérmsten Tiere, weil ja auch in ihm dieses suppo- 
nierte Stammaterial, das Eiweib, reichlich vorhanden ist. Ist es aber 
ebenso zugewandert wie das Fett, so kann im fettaérmsten Tier eine 
Lipoidverfettung nicht eintreten. 


Zur Beantwortung dieser Frage habe ich dieselbe Serie von Hiihnern 
benutzt, itiber die in der ersten Mitteilung berichtet worden ist, wobei 
ich freilich nur die Phosphorvergiftung, nicht die Luftverdiinnung:- 
wirkung untersuchen konnte. Die hier folgende Tabelle gibt uns einen 
einfachen und klaren Bescheid. 
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Leber K6érper 
Nr. Gesamtextrakt Lecithin Gesamtextrakt ' Lecithin 
9% absol. g 0/9 absol. g 0/9 apsol. g 0 0 absol. g 
Hunger. 

a 6.78 | 0,4 39 0.15 10.0 6.5 20,6 1,3 

; 9,08 0,6 45 0,27 9,1 7,28 37 2.3 
u 5,28 0,13 35,5 0.05 8.7 8 17 1,2 

Hunger + Phosphor. 

y 6,7 0,18 36 0,06 8,44 14.35 20 2,8 
0 7,2 0,65 37,9 0,25 $52 14.5 15,7 2.3 
& 9.6 0,4 31 0,12 11,8 11,8 26.7 3.15 

Phosphor + 20 g¢ Glucose. 

¢ 10,35 0,29 24 0,07 6 9.6 38 

x 9,2 0,18 15 12 11,4 1,37 
A 6,54 0,23 57 0,13 8,2 8,2 

Phosphor + 50g Glucose + 2g Casein. 

a 12.35 0,61 36 0,236 11,4 10 24,1 2.41 
0 5.8 0,35 37 0,13 9,79 8.5 45.9 3.9 
7 9.88 0,3 15.8 0,04 16.5 15 11,1 1,6 
o 6,0 0,36 40 0,14 7,8 9,3 17 1,58 

Phosphor + Kornerfutter. f 

4 19,1 | 2,875 42 1,21 18 54 31,3 16,9 

7 16,4 4,244 21 0,89 8,7 28 52 14 
ot 21,2 21 9,1 0,19 18,7 29,9 8,49 2,53 

Fettarmste Kontrollhiihner a, 8, ju, haben rund 40°, Lecithin 


in dem Leberfett : reine Hungertiere, wie der erste Abschnitt der Tabelle 
ergibt. 


Die zweite Gruppe Hungertiere, welche Phosphor bekommen haben, 
besitzen etwa ebensoviel Lecithin, nur eine Kleinigkeit weniger: Die 
vierte Kolonne, die Tiere vomg, welche neben Phosphor 50g Zucker 
und 2 g Casein bekommen haben, haben mit Ausnahme von z auch an- 
nihernd 40°, Lecithin. Da die absoluten Fettextraktmengen in der 
Leber bei allen Gruppen etwa dieselben sind, so bestehen auch keine 
Unterschiede wesentlicher Art in den absoluten Mengen des Lecithins 
in der Leber. 


Diese Tatsachen gestatten den SchluB, da bei diesen fettarmsten 
Tieren die Phosphorvergiftung so wenig eine Fettwanderung wie eine 
Lipoidwanderung, und ebenso weder Fettbildung noch Lipoidbildung ver- 
anlaBt hat. Die, wie ich zugestehe, sehr verlockende Idee, aus dem 
an Phosphor und Stickstoff verarmten Leberzelleneiweif8 das Lecithin 
entstehen zu lassen, entspricht nicht der Wirklichkeit, sondern die Davoser 
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Ergebnisse sind so zu deuten, daB in ihnen die Extraktvermehrung 
in der Leber entstanden ist durch zwei gleichartige Prozesse: durch 
Fettwanderung und zugleich Lecithinwanderung. Die Davoser Meer. 
schweinchen haben ihre Verringerung des P- und N-Gehaltes in der 
Leber dadurch erfahren, dab die Tiere fiir den Abwehrkampf der Zellen 
auch Lebereiweif verbraucht haben, ohne daB aus diesem Lebereiweis; 
Lecithin abgeleitet werden kann. 


Das Material zur Lecithinwanderung ist im gut gefiitterten Tiere 
wohl immer vorhanden; es ware selbst in unseren fettarmsten Tieren 
so weit vorhanden gewesen, daB es zur Deckung einer nicht einma!| 
ganz geringen Lecithinwanderung in die Leber ausgereicht hitte 
Betragt doch der absolute Lecithingehalt der Leber in den ersten 
vier Abteilungen unserer Tabelle nur 0,04 bis 0,27 g, die Vorrite an 
Lecithin in den Kérpern der 13 ersten Hiihner dagegen 1,2 bis 3,9 g¢ 
also genug, um einige Dezigramme in die Leber entsenden zu kénnen 
Aber es steht mit dem Lecithin anscheinend ebenso wie mit dem Fett 
kleine Mengen Fett im Kérper, entsprechend den 7 bis 14 Extrakt- 
mengen, gestatten, wie wir an unseren Hiihnern sehen, noch keine 
Fettwanderung: der Extraktgehalt der Organe senkt sich auch beim 
Hunger nicht unter ein gewisses Niveau, es scheint eben kein Herz 
unter 15°, Extrakt und keine Leber unter 5°,, auBer bei sehr groBem 
Glykogengehalt, zu geben. Ebenso diirfte bei dem Lecithin eine ge- 
wisse Grenze existieren, unter der nicht mehr Lecithin von den Organen 
hergegeben wird. 

Aber selbst bei den groBen Lecithinmengen der mit Kérnerfutter 
ernihrten Phosphorhiihner mit viel gréBerem Fettgehalt £7 ist es 
anscheinend nicht ein unbedingter Zwang, daB, wenn das Fett wandert 
wie es das hier getan hat, es immer von Lecithin in gleichem Mabe 
begleitet werde: in der Leber £ zeigt die Lecithinzahl eine gewisse 
Lecithineinwanderung an, auch bei der Leber » darf man noch eine 
kleine Lecithineinwanderung annehmen, die Leber # zeigt aber trotz 
ihrer 21,2°, Extrakt in der Leber, da®B bei ihr zwar aus den 29,9 ¢ 
Fett des Kérpers etwa 12°, Fett in die Leber eingewandert sind, dali 
aber wohl wegen des Lecithinvorrats von nur 2,53 g sich das Lecithin 
nicht in die Leber begeben hat. Unter welchen Bedingungen die Lecithin- 
wanderung eintritt, ist noch nicht nach allen Richtungen zu_iiber- 
sehen. 


Uber die Herkunft des Lecithins sind wir nicht sicher orientiert 
Réhmann hat Mause in mehreren Generationen bei lecithinfreier Kost 
erhalten: wenn man nicht annehmen will, da der groSelterliche be- 
stand unter Kinder und Enkel verteilt worden sei, mu man annehmen, 
daB Lecithin in den jiingeren Generationen gebildet worden sei. 
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Als Quellen fiir die einzelnen Konstituentien des Lecithins werden 
wir fir Glycerin und Fettsiuren im Kérper die namlichen wie fiir 
Neutralfette anzunehmen haben, fiir die Phosphorsiure irgend eine 
der Phosphorquellen des Organismus, etwa die Nucleinsiure. Das 
Cholin kénnte vom Serin durch Decarboxylierung und Methylierung 
oder vom Glykokoll und ahnlichem hergeleitet werden Es ist dabei 
gar nicht unméglich, daB die Bildung des Lecithins aus diesen Materialien 
auch in der Leber vor sich geht. 

Jedoch glaube ich aus obigen Ergebnissen folgern zu miissen, 
da die Lecithinanhiufung in der Leber der Davoser Tiere im Falle 
der Phosphorvergiftung nicht auf Neubildung, sondern auf Wanderung 
des Lecithins aus den Vorriiten des Kérpers beruht. 
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Blutzuckeruntersuchungen bei Selachiern. 


Von 
Bruno Kisch (Kéln). 


(Aus der zoologischen Station in Neapel.) 


(Ausgefiihrt 
mit Unterstiitzung der Notgemeinschaft deutscher Wissenschaft '.) 


(Eingegangen am 31. Mai 1929.) 


Uber das Verhalten des Blutzuckers bei Fischen liegen seit den 
alten, das Vorkommen von Zucker im Blute normaler Selachier ver- 
neinenden Angaben Diamares? eine Anzahl mit moderner Methodik 
ausgefiihrter Untersuchungen vor. 


Bang® fand bei einem asphyktischen Karpfen 0,12°; Blutzucker, 
bei einem nicht asphyktischen Aal 0,08 und 0,09°%. 

In neuerer Zeit sind eine nicht sehr groBe Anzahl von Unter- 
suchungen an Meeresfischen,von amerikanischen Autoren ausgefiihrt 
worden. Ubereinstimmend wurde festgestellt, daB auch bei der gleichen 
Tierart der Blutzucker verschiedener Individuen auBerordentlich 
verschieden ist. 

Simpson® fand z. B. bei Myoxocephalus Werte, die zwischen 8,7 und 
100 mg-% schwankten, im Mittel 29 mg-°%,. Mec Cormick und Macleod' 
fanden bei frisch gefangenen Exemplaren der gleichen Art Spuren bis 
35 mg-°4 Blutzucker. M. L. Menten® fand als Minimalwert bei Tieren diese: 
Art, die mehrere Tage gehungert hatten, 14 mg-°,. Auch die sonstigen 


1 Dem preuBischen Ministerium f.W.K.V. méchte ich auch an diese! 
Stelle fiir Uberlassung des Arbeitsplatzes, dem Direktor der Station, Herrn 
Prof. R. Dohrn, und den Herren Prof. Fedele und Prof. Sereni fiir ihr freund- 
liches Entgegenkommen bestens danken. 

2 V. Diamare, Zentralbl. f. Physiol. 21, Nr. 26, 1908; Rend. R. aca 
delle se. Napoli 12, 1907. 

3 W. W. Simpson, Amer. Journ. Physiol. 77, 409, 1926. 

4 N. A. Mc Cormick und J.J. R. Macleod, Proc. Roy. Soc. London, 
Serie B, 98, 1, 1925. 

5 M.L. Menten, Journ. of biol. Chem. 72, 249, 1927. 
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Angaben der Literatur iiber die Héhe des Blutzuckers bei Fischen und ihre 
Koeffizienten sind sehr schwankend und widerspruchsvoll. 

Faudard und Rane' erwihnen, da Cl. Bernard bei Squalus 51 mg-% 
Blutzucker gefunden hat und ermittelten selbst bei Raja 34 und 50 mg-% 
bei Mustelus 79, bei Gadus 76 mg-%. Lang und Macleod? fanden bei Squalus 
0,38 mg-%, bei Chymaera 22 bis 37, bei Cyprinus 58 bis 145, ja 300 mg. 
Sie sagen in der Zusammenfassung dieser Arbeit (8S. 336), daB der Blut- 
zucker bei Chymaera und Cyprinus ,,similar to that of mammalian blood‘ 
ist. Scott® fand bei Mustelus im Durchschnitt 65 mg-%, waihrend Denis* 
bei der gleichen Tierart Werte fand, die zwischen 80 und 181 mg-°%% schwank- 
ten, meist aber zwischen 90 und 110 mg-% lagen. Simpson teilt in seiner 
schon erwahnten Arbeit auBer den Befunden bei Myoxocephalus mit, 
da8 der normale Blutzucker bei Ameiurus nebulosus zwischen 16 und 
30 mg-°4 schwankt. SchlieBlich gibt White’ den normalen Blutzuckerwert 
bei Squalus suculii mit 15 bis 75 mg-°% an. 

Noch widersprechender als die Angaben iiber den normalen 
Blutzuckergehalt bei Fischen sind die iiber die Koeffizienten, welche 
die Blutzuckerhéhe bei diesen Tieren beeinflussen. 


Nach Menten spielt die alimentire Hyperglykaimie bei Fischen eine 
groBe Rolle und soll sich angeblich tiber Tage hinziehen. Allgemein an- 
erkannt ist die Bedeutung der Asphyxie fiir den Blutzucker bei Fischen. 
Nach Faudard und Rane tritt die asphyktische Hypergly kamie bei Fischen 
schneller als bei Saéugetieren ein. Nach Scott soll sie bewirken, daB der 
Blutzucker schon in den ersten Minuten rapid steigt und ;dann schnell 
wieder absinkt, was freilich schon nach den Zahlen seiner eigenen Tabelle 2 
eine sehr unwahrscheinliche These ist. Nach Denis hingegen andert eine 
Asphyxie von etwa 6 Minuten den Blutzucker nicht, und bei aufgeregten 
Tieren mit hohem Blutzucker soll dieser bei Asphyxie sinken. Nach 
Me Cormick und Macleod soll die Asphyxie im Gegensatz zu den friiheren 
Angaben erst nach % bis *, Stunde zur Hyperglykamie fiihren, die, wenn 
vorhanden, erst mach Tagen wieder verschwindet. Die Autoren betonen 
auch einen EinfluB der Temperatur und der Jahreszeit auf den Blutzucker. 
Neuerdings konnten Hall, Gray und Lepkowsky® kein der Asphyxiedauer 
entsprechendes Ansteigen der Blutzuckerwerte beobachten. Nach Simpson 
(l.¢.) tritt Hyperglykamie erst nach einer 20 bis 40 Minuten dauernden 
ote ar auf und schwindet erst nach 3 bis 4 Tagen. 


Eigene Untersuchungen. 
Methodik. 
Meine Untersuchungen erstrecken sich auf Selachier, und zwar 
auf die Arten Scyllium catulus und canicula und Torpedo ocellata und 


1 L. Faudard und A. Rane, Compt. rend. soc. biol. 76, 68, 1914. 

2 R.S. Lang und J.J. R. Macleod, Quart. Journ. exper. Physiol. 12, 
331, 1920. 

3 E.L. Scott, Amer. Journ. of Physiol. 55, 349, 1921. 

4 W. Denis, Journ. of biol. Chem. 54, 693, 1922. 

5 F. D. White, ebendaselbst 77, 655, 1928. 

6 F.G. Hall, J. E.Gray und S. Lepkowsky, Journ. of biol. Chem. 67, 
549, 1926. 


19* 





B. Kisch: 


marmorata. Die Versuche sind an Tieren angestellt, die im Neaple: 
Golf in den Monaten Marz und April 1929 gefangen wurden. Die Tier 
wurden meist 1 bis 2 Tage nach dem Einbringen ins Aquarium unter 
sucht. Sie blieben bis zur Untersuchung in groBen Bassins mit flieBendem 
dauernd durchliiftetem Seewasser von etwa 13 bis 15°C mit einem 
Wasserraum von mindestens 170 x 40 ~ 30cm, meist aber von 
200 x 100 x 30cm. Fiir einzelne Versuche wurden auch Tiere benutzt 
die schon laingere Zeit im Bassin waren. Die Blutentnahme erfolgte 
derart, dafs die Tiere schnell auf einem Brett befestigt wurden, das 
Herz wurde freigelegt und das Blut durch Punktion des Aortenbulbus 
oder einer Cuvierschen Vene gewonnen. Die Zuckerbestimmung oder 
richtig gesagt die als Zucker ausgerechnete Menge reduzierender Subh- 
stanzen im Blute, die im folgenden stets gemeint ist, wenn ich vom 
,,Blutzucker“‘ der Fische spreche, wurde stets in zwei bis drei Kontroll- 
bestimmungen nach der Methode Hagedorn-Jensen ausgefiihrt. Jede 
im folgenden angegebene Zahl ist der Mittelwert von zwei solchen 
gut tibereinstimmenden Bestimmungen. 


Da es aber nicht nur darauf ankam, den Blutzuckerwert eines 
Tieres, sondern vor allem den Einflu8 bestimmter Faktoren auf den 
Blutzucker zu ermitteln, so war es nétig, an dem gleichen Tiere mehrere 
Blutzuckeruntersuchungen zu machen. 

Zweifellos ist ein Hauptgrund fiir die widersprechenden Angaben in 
der Literatur der, daB die Autoren fast ausnahmslos fiir jede Blutzucker- 
bestimmung ein anderes Tier nahmen. Da nun die allgemeine Erfahrung 
die ist, daB der Blutzuckerwert bei verschiedenen Tieren auch derselben 
Fischart auBerordentlich stark (bis tiber 1000 % ) variiert, so ist es methodisch 
unzweckmaBig, den Einflu8 der Asphyxie z. B., wie dies geschehen ist, so zu 
studieren, daB man eine Anzahl Tiere verschieden lange Zeit der Asphyxie 
aussetzt und aus den bei den einzelnen von ihnen gewonnenen Resultaten 
dann eine gemeinsame Blutzuckerkurve der Asphyxie konstruiert. 

Um mehrere Blutentnahmen beim gleichen Tiere durchzufiihren, 
ging ich erstens so vor, daB ich bei Tieren, die z. B. operiert wurden, 
zu Beginn der Operation und nachher oder spater durch Punktion 
Blut aus einer Lebervene entnahm. In anderen Versuchen entnahm 
ich fiir Mehrfachuntersuchungen das Blut aus der Schwanzarterie. 
Schneidet man 2. B. bei Scyllium oder Torpedo das Schwanzende 
ab, so klaffen die SchwanzgefiBe. Durch AusflieBenlassen, nach vor- 
herigem Abtrocknen, kann man schnell und leicht die zur Zuckerunter- 
suchung nétige Menge von etwa 0,25ccm Blut erhalten. Das Gefii) 
wird dann fest verschlossen und nach Bedarf wieder geéffnet. Dai 
die so erhaltenen Blutzuckerwerte mit denen des Herzblutes gut tiberein- 
stimmen, lehren folgende Werte, die gewonnen wurden, indem unmitte!- 
bar nach der Entnahme aus den SchwanzgefaiBen auch noch eine 
Blutprobe aus dem Herzen entnommen wurde. 
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Tabelle I. 


Vergleich der Zuckerwerte im Herzblut und Schwanzblut. 





Tierart — erent Anmerkung 

Scyllium catulus. ..... 0,035 0,042 

- é ate len ce net te 0,074 0,060 Asphyktisch 

pa OS aa 0,052 0,048 a 
Torpedo ocellata ..... 0,014 0,010 Leberlos 

‘ a coe - Stet ps 0,009 0,005 . 

‘ e CWO, 0,020 (Lebervene) 0,019 
Seyllium canicula8 .... 0,189 0,189 Asphyktisch 


Die Zahlen der Tabelle zeigen, daB zwar das Herzblut nicht immer 
genau den gleichen Zuckerwert ergibt, wie das aus den SchwanzgefiBen, daB 
aber die Differenz zwischen diesen beiden Werten jedenfalls viel geringer 
ist als die, welche man sehr haufig zwischen den Herzblutwerten zweier 
scheinbar in gleicher Art vorbehandelter Tiere der gleichen Art findet. 
Noch unbedenklicher ist die Anwendung von Mehrfachentnahmen 
beim gleichen Tiere natiirlich dann, wenn z. B. alle Entnahmen von 
Blut aus der Lebervene erfolgen, wie ich dies éfter getan habe. 


(Vgl. z. B. die Werte der Tabelle VIL.) 


B. Versuchsergebnisse. 
Die ermittelten Blutzuckerwerte. 
Tabelle Il. 
Torpedo ocellata. 





ms : Leber- Blut. 
ier Geschlecht Goutehs gewicht Blutentnahme zucker Gefangen — 
Nr. g g 9/9 Darm 
14 4 118 8 Herz 0,045 mehrereTage. — 
G. 0 9 1770 — , 0,025 1 Tag a 
18 2 120 4,3 Lebervene 0,054 mehrereTage leer 
23 2 650 35 a 0,020 1/, Tag — 
23 2 650 35 Herz 0,019 | a — 
25 ro 320 10,5 Lebervene 0,013 _ leer 
32 rou 710 29 ‘ 0,033 1 Tag = 
33 fou 796 46,5 ‘ 0,029 i. ‘ 
35 fou 1110 50 & 0,077 5 Tage J 
36 C 660 39 s 0,036 - “ 
37 rou 690 * 0,038 o - 
38 rou 350 20 i 0,033 1 Tag rs 
39 2 460 30,5 ¥ 0,024 .S voll 
40 rou 340 19,5 es 0,033 bw _ 
41 2 270 a Schwanzart 0,023 - leer 
42 2 200 _ . 0,029 oe voll 
43 rou — 26,5 Lebervene 0,042 4 Tage leer 
44 fou — | 24,5 . 0,021 $i4 F 
45 | rou 490 | 198 “ 0,019 o> e 
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Die Tabelle II zeigt, dab, wenn man von den Tieren absieht, die 
sich mehrere Tage in Gefangenschaft befanden, sich in guter Uberein- 
stimmung ein Mittelwert des Blutzuckers bei Torpedo ocellata ergibt., 
der, zwischen 19 und 33 mg-°,, schwankend, etwa 27 mg-°,, betrigt. 
Bei den mehrere Tage gefangenen Tieren schwankt der Blutzucker 
zwischen 19 und 77 mg-°%,, der Mittelwert war hier 42 mg-%. Das 
Tier 25 ist hierbei nicht beriicksichtigt, da die Dauer seines Aufenthaltes 
in der Gefangenschaft nicht festzustellen war. Der normale Blutzucker- 
wert diirfte bei Torpedo ocellata somit zwischen 20 und 35 mg-°, 
schwanken, also nach umfangreichen eigenen Untersuchungen, iiber 
die demniachst berichtet werden soll, den normalen Blutzuckerwerten 
beim Frosche entsprechen. 


Tabelle III. 


Torpedo marmorata. 





, | , Leber Blut- 
Ther Geschlecht | Gewicht | gewicht | Blutentnahme zucker Gefangen 
Nr. g g Fo 
* if 


7 — _ Lebervene 0,057 | mehrere Tage 
15 115 12 0,070 » ” 
16 525 15 0,056 . . 
17 230 12 0,054 ‘ 8 — 
24 220 9 0,047 1/, Tag leer 
31 550 36,5 0,062 mehrereTage, voll 


Das Material von Torpedo marmorata war leider sehr knapp 
und fast durchweg schon tagelang in Gefangenschaft. Dementsprechend 
sind die Blutzuckerwerte hoch (Mittelwert 60 mg-°,), aber auch der 
Blutzuckerwert des einzigen am Tage des Fanges untersuchten Tieres 
ist sehr hoch (47 mg-%,). Nur ein von den Fischern sterbend ein- 
gebrachtes cot Tier, das am gleichen Tage untersucht wurde, hatte 
einen Blutzuckerwert von 11 mg-°,. 

Die Fortsetzung der Versuche an gréBerem Material wird erst 
lehren miissen, ob die beiden Arten Torpedo ocellata und marmorata 
sich wie in mancher anderer Hinsicht! auch beziiglich der Hohe des 
normalen Blutzuckers tatsachlich unterscheiden. 


Tabelle IV. 
Scyllium catulus. 





Geschlecht Gowishe Blutentnahme Miytoneter Gefangen 


i€ ‘ah __iaw 


— 640 Schwanz | 0,037 
0] 920 - 0,038 
1270 ¥ 0,031 ? 


1 Tag 


1 Bruno Kisch, Endokrinologie 1, 31, 1928; Pfliigers Arch. 219, 426, 192s 
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Wahrend die Blutzuckerwerte bei Scylliwm catulus gut iiberein- 
stimmend zwischen 30 und 40 mg-°%, liegen, waren die von Scyllium 
canicula gewonnenen sehr wenig iibereinstimmend. 


Tabelle V. 
Scyllium canicula. 





Tier Gewicht = Blutzucker 


Nr. Geschlecht , Blutentnahme Ol Magen 

I — 280 Lebervene 0,055 | voll 

II — 90 s 0,026 leer 
Ill -—- _ Herz 0,052 
IV Q 220 zs 0,093 leer 

4 — 240 Schwanz 0,056 — 

4 os 240 je 0,054 3 Tage spater 
5 rou 310 a 0,030 -_— 

5a Q 230 _ 0,070 — 

6 ro 330 " 0,080 — 

8 rou 305 ie 0,059 - 

i) rou 270 fi 0,050 _ 

V _ — ‘ 0,061 seit 5 Tagen 


gefangen 


Bei Scyllium canicula ist die Zeit der Gefangenschaft der Tiere 
leider nicht ermittelt worden. Meist waren es ebenfalls seit mehreren 
Tagen gefangene Individuen. Vermutlich kann man aber hier wie 
sonst bei Fischen, wenn es sich nicht um moribunde Tiere handelt, 
die niedrigsten beobachteten Zahlen als die normalen Blutzucker- 
werte ansehen 


Koeffizienten der Blutzuckerhéhe bei Fischen. 
1. Nahrungsaujnahme. 

Nach M. L. Menten (l.c.) soll die alimentire Hyperglykimie der 
Fische entsprechend dem langsamen Fortgang der Verdauungsvorgiinge 
bei ihnen sich tiber Tage hinziehen und ein wesentlicher Grund dafiir 
sein, dafS der Blutzuckerwert auch bei der gleichen Tierart so sehr 
schwankt, je nachdem, ob man Tiere mit leerem oder mehr weniger 
gefiilltem Magen-Darm-Kanal untersucht. 

Nach den eigenen Erfahrungen, vor allem bei Torpedo ocellata, 
kann ich dieser Ansicht nicht beipflichten. Die z. B. am gleichen Tage 
gefangenen und am gleichen Tage untersuchten Tiere Nr. 38 bis 42 
unserer Tabelle Il haben fast identische Blutzuckerwerte (24 bis 
33 mg-°,). Bei Tier Nr. 38 und 41 wurde Magen und Darm ohne jegliche 
Nahrungspartikel gefunden, bei Tier Nr. 39 war der Darm voll Nahrungs- 
brei, im Magen fanden sich zwei halbverdaute Fischchen, bei Tier 
Nr. 40 und 42 war Magen und Darm mit Nahrungsbrei und der Magen 
mit Fischresten erfiillt. Hieraus geht wohl mit Sicherheit hervor, 
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daB der Fiillungszustand von Magen und Darm die Blutzuckerhéhe 
bei den Fischen kaum wesentlich bestimmt. 


2. Lebereinflup. 

Wenn auch aus unseren Tabellen in Ubereinstimmung mit 
McCormick und Macleod hervorgeht, daB zwischen relativem Leber- 
gewicht und Blutzucker kein Parallelismus besteht, so war es mir doch 
bei der sonst bekannten Funktion der Leber als Zuckerschleuse des 
Organismus bei héheren Tieren ven Interesse, das Verhalten des Blut- 
zuckers bei Fischen nach Leberentfernung zu studieren. Uber Methodik 
und Erfolg der Leberentfernung berichte ich zugleich an anderer Stelle '. 
Bei geeigneter Operation kann Torpedo die Totalentfernung der Leber 
mehr als eine Woche iiberleben. Indem ich mir weitere Stoffwechsel- 
untersuchungen an diesen interessanten Objekten vorbehalte, méchte 
ich in der nachfolgenden Tabelle nur einige Zahlen tiber das Verhalten 
der reduzierenden Substanzen des Blutes nach Totalexstirpation der 
Leber anfiihren. Es sei betont, daB die Leberexstirpation stets ohne 
Anwendung eines Narkotikums ausgefiihrt wurde. 


Tabelle VI. 
Verhalten des Blutzuckers nach Leberexstirpation. 





iaeiiiien Nach Leberentfernung 


Tierart vorber * Blutzucker 
Zeit 0 


0 





Seyllium canicula ..... 0,055 5 Stunden 0,021 
Torpedo marmorata co" 0,070 81/, Tage 0,016 
ic ‘ ane 0,056 51 Stunden 0,021 

‘ ea ie 0,054 3 Tage 0,016 
* ee 0,062 3/, Tag 0,034 

a Y eee 0,047 1'/, Tage 0,017 
eee. o-. Ss 0,045 24 Stunden 0,014 


” 


” 
” 
” 
” 


Es geht also in Ubereinstimmung mit den bekannten Erfahrungen 
an anderen Tierarten und dem kurzen Hinweis von Majath und 
Mann? betreffs Lepisosteus aus den Versuchen mit Scyllium und Torpedo 
hervor, daB der Blutzucker bei den Tieren nach Leberentfernung 
sinkt, und wie Tabelle IX zeigt, ist dies besonders schnell und hoch- 
gradig der Fall, wenn durch Erwarmen der Stoffumsatz der Tiere ge- 
steigert wird. Da ich aber auch sonst gelegentlich bei moribunden 
Tieren sehr niedrige Blutzuckerwerte fand, so sei in Erganzung zu den 
Daten der Tabelle VI auch noch auf die Versuche hingewiesen, dic 
iiber das Verhalten des Blutzuckers bei asphyktischen leberlosen Tieren 

1 Pfliigers Arch. 222, 699, 1929. 


2 Th. B. Majath und F.C. Mann, Amer. Journ. of Physiol. 59, 
486, 1922. 
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m tibernachsten Abschnitt Auskunft geben. Allgemein wiirde ich 
nach den bisherigen Erfahrungen einen Blutzuckerwert von etwa 


5 bis 10 mg-°%, als den niedrigsten mit dem Leben vereinbaren bei 


Fischen bezeichnen. Doch ist das Sinken des Blutzuckers natiirlich 
nicht das einzige lebensbedrohliche Symptom bei Leberentfernung. 
Man kann daher bei solchen Tieren durch Zuckerinjektion wohl einen 
hohen Blutzuckerwert bis zum Tode des Tieres, aber nicht dessen 
Leben erhalten. Hierauf gehe ich an anderer Stelle ein. 


3. Fesselung. 

Ob es bei Fischen eine Fesselungshyperglykamie gibt, interessierte 
mich nicht nur aus theoretischen, sondern auch aus methodischen 
Griinden, denn um Blut aus dem Aortenbulbus zu entnehmen, muBten 
die Tiere auf dem Operationsbrett befestigt werden und es verging 
zwischen dem Herausnehmen aus dem Bassin und der Blutentnahme 
immer eine Zeit von mehreren Minuten. Nachfolgende Tabelle lehrt, 
daB bei Torpedo der Blutzucker bei mehrfacher Entnahme aus der Leber- 
vene sich auch durch eine 15 Minuten dauernde Fesselung nicht andert. 
In Anbetracht dessen, da auch die asphyktische Hyperglykimie 
bei Fischen sehr langsam auftritt, besagen diese Beobachtungen nicht 
etwa, daB es keine Fesselungshyperglykamie bei Fischen gibt, sondern 
nur die fiir unsere Methodik bemerkenswerte Feststellung, daB eine 
Fesselung von 15 Minutea Dauer den Blutzucker in dieser Zeit bei 
den untersuchten Fischen im allgemeinen nicht andert. Da® das 
Fangen und die zur Blutentnahme nétigen Manipulationen nach /dngerer 
Zeit doch den Blutzucker beeinflussen, geht aus den in Tabelle X 
beschriebenen Beobachtungen hervor. 


Tabelle VII. 


EinfluB kurz dauernder Fesselung auf den Blutzucker. 





Tierart e B.A e b= Nach LA Nach bl 
5 Min. 0 0 Min. Ps 
Torpedo marmorata co’. . Lebervene | 0,054 6 0,051 11 0,045 
, wee... ° | 0,019 15 0,021 
” » ceee ° | 0,047 7 0,048 
ine ee aes » | 0,016 5 | 0,010 


4. Asphywie. 


DaB die Asphyxie einen sehr wesentlichen Einflu8 auf den Blut- 
zucker hat, wird allgemein angegeben. Von den meisten Autoren auch, 
daB die asphyktische Hyperglykamie langsam auftritt und verschwindet. 
Die zum Teil sehr groBe und uniibersehbare Differenz der Blutzucker- 
werte verschiedener Tiere der gleichen Art, wie sie z. B. unsere Tabelle V 





284 B. Kisch: 


bei Scyllium canicula zeigt, lehrt ohne weiteres, daB die Widerspriiche 
die iiber das Verhalten der asphyktischen Hyperglykamie bei Fischen 
in der Literatur bestehen, nur durch Reihenuntersuchungen an den 
gleichen Tiere gelést werden kénnen. Scyllium, bei dem man aus den 
SchwanzgefiBen des Tieres mehrere Blutentnahmen nacheinander 
machen kann, erwies sich hierzu als sehr geeignetes Versuchstier. 
Bei jeder Untersuchung wurde meist etwa 0,3 bis 0,5cem Blut entnommen. 
Nach der letzten Untersuchung meist eine Kontrollprobe aus dem 
Herzen, um zu ermitteln, ob die Werte des Herzblutes mit denen des 
Schwanzblutes tibereinstimmen. 

Die Resultate der Tabelle VIII wurden so gewonnen, da®B an den in 
groBen Bassins gehaltenen Tieren die erste Blutentnahme unmittelbar nach 
Herausnahme aus dem Bassin gemacht wurde. Zwischen ihr und dem 
Fangen des Tieres im Bassin mit Hilfe eines Fangnetzes vergingen etwa 
1 bis 2 Minuten. Dann blieb das Tier in der freien Luft ungefesselt liegen 
und von Zeit zu Zeit wurden wieder Blutentnahmen gemacht. Nach der 
letzten kam es ins Bassin zuriick und wurde zur Nachpriifung von Zeit 
zu Zeit nur auf wenige Minuten zum Zweck einer neuen Blutentnahme 
aus dem Wasser geholt. 

Da aus der Tabelle I hervorgeht, daB Tiere, die langere Zeit in 
Gefangenschaft sind, einen durchschnittlich héheren Blutzucker- 
wert als vor kurzem gefangene haben, so habe ich auch durch eigene 
Versuche den Einflu8 mehrtigigen Aufenthaltes im Bassin auf den 
Blutzucker von Scyllien gepriift. Ein solcher lieB sich nicht immer 
nachweisen, insbesondere wenn die Tiere schon seit mehreren Tagen 
in Gefangenschaft gewesen waren. Nur ein Beispiel sei angefiihrt. 

Es war der Blutzuckerwert z. B. bei Scyllium canicula Nr. 4 am 18. Marz 
0,056, am 20. Marz 0,048, am 21. Marz 0,054. 

Wie schon aus Tabelle VII, bei der der Blutzucker bei verschieden 
lange Zeit (auBerhalb des Bassins) gefesselten Tieren beobachtet 
wurde, hervorgeht, so lehrt auch unsere Tabelle VIII, dai die Angaben 


Tabelle VIII. 


EinfluB der Asphyxie auf den Blutzucker. 





°'5 in Luft seit 


Tierart 





etwal’ / 10’ 15’ 20’ 30’ 


Scyllium canicula, o’, 330g | 0,080 0,074 | 0,085 0,081 ~- 

" » 8, o, 270, 0,059 0,048 | 0,049 0,050 0,051 = 0,053 
Dasselbe Tier nach 3 Tagen 0,159 — |§ —_ 0,150 _ 0,150 
Scyllium catulusI, o*, 640g | 0,037 0,087; — 0,041 0,041 | 0,047 
Dasselbe Tier einen Tag 

WON 6 6 ee OL ee — | 0,094 -- 


sh 25’ 
Scyllium canicula . . . . . || 0,052, — | — — "ness | 
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Tabelle VIII (Fortsetzung). 








Jo in Luft seit Jo ether te Wasser seit 
Tierart Oe a 
jetwa60’ 75’ 90’ 3h | 1 Tag | 3Tage 7 Tage 
Seyllium canicula, o’, 330g 0,091 — — — — _ - 
v » 8 of, 270, | 0,058; — — _- — (0159 — 
2 
Dasselbe Tier nach 3 Tagen 0,177 0,162 {soot 180} — - ne 
Scyllium catulusI, o, 640g 0,048 — 0,052 0,053 0,095 — — 
Dasselbe Tier einen Tag 
Ms visas + eh eae — — |0,094; — | 0,050 


Seyllium canicula. .... en = me aoe _ — 


von Faudard und Rane (1. c.) und von Scott (1. c.) iiber ein rapides An- 
steigen und die von Scott iiber ein diesem Anstieg schnell folgendes 
Absinken des Blutzuckers bei Asphyxie zumindest bei den von mir 
untersuchten Haien und Rochen nicht nachweisbar sind, und zwar 
weder bei Tieren mit an sich bereits hohem, noch mit normal niederem 
Blutzuckergehalt. Vielmehr zeigte sich in Ubereinstimmung mit den 
Angaben von Denis, McCormick und Macleod und Simpson sowie 
Menten, daB bei Asphyxie der Blutzucker erst nach ldngerer Asphyxie- 
dauer erhéht ist. 


Nach meinen Erfahrungen wird die asphyktische Hyperglykamie 
meist erst etwa nach 45 Minuten bis 1 Stunde deutlich, sie steigt aber 
weiterhin, auch wenn die Fische in O-reiches Wasser gebracht werden, 
wo sie sich schnell erholen, im Laufe der nachsten Stunden noch weiter 
an. Hierbei kann gelegentlich, wie die Werte von Scyllium catulus I 
der Tabelle VIII zeigen, auch unmittelbar nach dem Zuriickbringen 
des Fisches ins Wasser der Blutzucker ebenso hoch sein, wie noch 
3 Stunden nach beendetem Aufenthalt in der Luft, und erst am nachsten 
Tage deutlich gesteigert. Man ersieht ferner aus mehreren Beobachtungen 
bei dem gleichen Versuchstier (Tabelle VIII), daB auch 7 Tage nach 
dem Erstickungsversuch der Blutzuckerwert noch nicht zur Norm 
zuriickgekehrt sein muB. Daf der Blutzucker nach Riickbringen des 
Fisches ins Bassin noch weiter ansteigt, zeigt auch Scyllium canicula 8, 
bei dem der Blutzucker nach I stiindiger Erstickung noch unverindert 
(0,058 °,,) und nach 3 Tagen etwa um das Dreifache erhéht (0,159 °,) 
gefunden wurde. Diese Tatsache, dab hyperglykimisch wirksame 
Eingriffe bei Fischen langsam zur Hyperglykamie fiihren, diese aber, 
wenn sie vorhanden ist, nur nach Tagen verschwindet!, lebrt, daB bei 
Untersuchung vieler gesunder Tiere derselben Art die niedrigsten 


1 Dies ist, wie ich mich iiberzeugte, bei Fréschen nicht der Fall (s. die 
nichsten Mitteilungen). 
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gefundenen Blutzuckerwerte wohl als die Ruhenormalwerte angesehe: 
werden kénnen. 


Wurde die Erstickung dadurch intensiver gestaltet,daB die Versuchs 
tiere in ein kleines Bassin (Wasserraum 50 x 30 x 22 cm) mit stehenden 
erwirmtem Wasser (von 29 bis 31°C) gebracht wurden, so trat auc! 
die asphyktische Hyperglykamie schneller ein. In diesem Wasser von 
29°C wurde das Blut schnell venés, die Atmung zeigte das fiir Er 
stickung typische Verhalten! einer primaren starken Beschleunigung 
mit sekundarer hochgradiger Verlangsamung. 

Bei einem Scyllium canicula z. B., dessen Blutzucker vorher 
0,064 betrug, war er nach 10 Minuten Erwarmung 0,065, nach 40 Mi- 
nuten 0,100. Bei einem Torpedo ocellata war der Blutzucker nach 
1,stiindiger Erwarmung auf 29° (vorher in 14°C) von 0,038 auf 0,066 
gestiegen. 

DaB auch hierbei schon eine kurze Warmeeinwirkung geniigt, um 
den Blutzuckeranstieg, der erst nachtraglich erfolgt, zu veranlassen, lehren 
die Zahlen der Tabelle LX, aus denen zu ersehen ist, daB der Blutzucke: 
zweier scheinoperierter Torpedo Nata-Tiere nach 20 minutiger Erwarmung 
auf 31°C noch unverandert geblieben war. Die Tiere wurden nun aus dem 
warmen, stehenden in kaltes (15°C), flieBendes Wasser, das gut durch- 
liiftet war, zuriickgebracht. Sie erholten sich da und nach 2 Stunden wa: 
ihr Blut deutlich heller rot als bei der letzten Entnahme. Der Blutzucke: 
war aber bei beiden Tieren inzwischen.noch um fast 100°, des Ausgangs- 
wertes angestiegen (s. Tabelle IX). 

Wiederholt hatte ich durch die Liebenswiirdigkeit von Herrn 
Kollegen Luiz aus Boston Gelegenheit, den Blutzucker von Tieren 
(Scyllium) zu untersuchen, die von ihm stundenlang zu Herzversuchen 
verwendet worden waren. Den Tieren wurde wahrend der Versuche 
Seewasser ins Maul geleitet. Die Blutzuckerwerte waren ausnahmslos 
sehr hoch (etwa 80 mg-°%,). Diese Hyperglykamie wird wohl zum 
gréBten Teil durch die Asphyxie bedingt worden sein. 


Von besonderem Interesse scheint die Frage: Woher stammt de 
ZuckeriiberschuB bei der asphyktischen Hyperglykdmie der Fische? 

Mc Cormick und Macleod, die selbst die Bedeutung des Leber. 
glykogens fiir die asphyktische Hyperglykamie bei Fischen betonen 
(freilich ohne Mehrfachuntersuchungen am gleichen Tier), halten e- 
fiir méglich, daB ein Teil der Asphyxie-Hyperglykamie durch Hydrolyse 
gewisser Zuckerverbindungen des Blutes zustande kommt. Dieser 
Gedanke ist wohl dadurch angeregt worden, dab die asphyktische 
Hyperglykamie bei Fischen so langsam auftritt. Simpson, der fand 
daB bei Ameiurus das Blut von Asphyxietieren durch Hydrolyse eine: 


1 Bruno Kisch, Pfliigers Arch. 219, 426, 1928. 
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geringeren Zuwachs an reduzierenden Substanzen erfahrt als das 
normaler Tiere, fiihrt den Zuckerzuwachs im Blute asphyktischer 
Tiere ebenfalls auf Hydrolyse im Blut enthaltener Stoffe zuriick. 

Durch eine einfache Versuchsanordnung konnte diese Frage klar 
entschieden werden. Tabelle IX gibt das Resultat einer von zwei 
mit gleichem Erfolg ausgefiihrten Versuchsreihen. 


Von fiinf Torpedo-ocellata-Tieren, die tags zuvor gefangen worden 
waren, wurde bei drei die Leber total entfernt, zwei wurden scheinoperiert 
(Freilegen der Leber). Bei allen fimf Tieren wurde bei der Operation durch 
Punktion der Lebervene Blut zur Untersuchung (etwa 0,3 cem) entnommen. 
Die scheinoperierten Kontrolltiere wurden als letzte operiert. 

Dann kamen alle fiinf Tiere gleichzeitig in ein Bassin mit stehendem 
Wasser von 31°C. Der Wasserraum betrug 50X30X20cm. Die Tiere 
blieben genau 20 Minuten im warmen Wasser und kamen dann gleichzeitig 
in ein groBes, gut durchliiftetes Bassin mit flieBendem Wasser von 15° C. 
Nach etwa 12 Minuten langem Aufenthalt in der Warme war bei allen Tieren 
die spontane Beweglichkeit, auch wenn man sie auf den Riicken drehte, 
aufgehoben. Die Atmung war auch nach 20 Minuten zwar sehr schwach, 
aber bei den Leberlosen noch frequent (etwa 40 in der Minute). Unmittelbar 
nach der Erwairmung wurde jedem Tie: Blut aus den SchwanzgefaBen 
entnommen und Tier Nr. 40, das besonders elend schien, getétet. Die 
iibrigen vier Tiere blieben nun noch 2 Stunden im groBen Bassin von 15° 
Temperatur, wo sich die Leberlosen allmahlich, die Scheinoperierten kaum 
erholten. Nach 2 Stunden wurde den zwei operierten leberlésen Tieren 
erst Blut aus der Schwanzarterie, dann zur Kontrolle aus dem Herzen ent- 
nommen, den zwei scheinoperierten bloB aus dem Herzen, das noch schlug, 
obwohl Atmung und Beweglichkeit der Tiere kaum mehr nachweisbar 
war. Bei allen vier Tieren war das unmittelbar nach dem Erwarmungs- 
versuch venés dunkle Blut wieder deutlich hellrot. 


Das Ergebnis der Blutzuckeruntersuchung war folgendes: 


Tabelle IX. 
Einflu8 der Leber auf die asphyktische Hyperglykamie. 





Vv ath cxeh, | Seit 2Std. in 15°C 

I orher | gleich nach it 25td. in 15°C 

Tierart Operation (Lebers 20 Min. in ages oat 
vene) 31°C SEER 


(Schwanz) Schwanz Herz 


Oe 38, o*, 350 g leberlos 0,033 0,018 0,014 0,010 | ganz leer 


Oc 39, 2, 460 , . 0,024 0,013 0,009 0,005 | voll 
Oc 40, o, 340 , if 0,033 0,010 -- — | 9 
Oc 41, 2, 270, | scheinoperiert 0,023 0,024 _— 0,044 ganz leer 
Oc 42, 9, 200, > | 0,029 0,026 — | 0051|~ voll 


Das Ergebnis der beiden Versuchsreihen war eindeutig. Bei den 
leberlosen Fischen sinkt der Blutzucker in der Warme, da der Zucker- 
verbrauch gesteigert ist, viel schneller als, eigener Erfahrung nach 
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(s. Tabelle VI), bei leberlosen Tieren, die nicht in der Warme gehalte: 
werden. Eine Zuckersteigerung im Blute findet auch spater wahren« 
2 Stunden in der Kalte nicht statt. Bei den scheinoperierten Tieren 
bei denen in der Warme der Zuckerverbrauch gewi8 ebenfalls erhéht 
ist, ist der Blutzuckerwert unmittelbar nach dem Erwarmen unverandert 
woraus hervorgeht, daB die Leber den Mehrverbrauch an Zucker in 
der Warme sogleich zu decken vermag. Aber wahrend der nachfolgenden 
2 Stunden, die die Tiere in Wasser von 15° sind, tritt bei beiden eine 
deutliche Hyperglykamie auf. Daf die Tiere wihrend der Erwairmung 
hochgradig asphyktisch waren, lehrte ohne weiteres ihre Blutfarbe 
Hingegen hatte der Fiillungszustand des Magens und Darmes, wie 
man sieht, auf den Ablauf des Versuches keinerlei EinfluB, was dic 
eingangs betonte Ansicht, daB die alimentiire Hyperglykaimie bei 
diesen Tieren keine sehr groBe Rolle fiir das Verhalten des Blutzuckers 
spielt, bekraftigt. 

Aus dem Versuch kann geschlossen werden, dag der Zucker- 
iiberschupB bei der asphyktischen (und Erwdrmungs-) Hyperglykimi: 
der Fische von der Leber geliefert wird. 

DaB etwa vorhandenes Muskelglykogen bei leberlosen Tieren 
wohl verbraucht wird, aber zur Regulation des Blutzuckers nicht merk- 
lich beitragt, konnte ich bei den Fischen ebenso wie in einer groBen 
Zahl von Froschversuchen, iiber die die nichsten Mitteilungen berichten 
werden, ersehen. 

Nachdem somit festgestellt war, daB die Leber den Extrablutzucker 
der asphyktischen Fische liefert, war es doppelt auffallig, daB die as- 
phyktische Hyperglykamie bei diesen Tieren im Gegensatz zu Warm- 
bliitern so allmahlich auftritt. 

Obwohl die Untersuchungen iiber das Zustandekommen der as- 
phyktischen Hyperglykimie bei Saugetieren auch noch keineswegs 
ganz einheitliche Ergebnisse geliefert haben, so scheint doch erwiesen, 
daf hier die Asphyxie teils durch eine gesteigerte Adrenalinabgabe 
ans Blut, teils durch eine Beeinflussung der Leber durch das Asphyxieblut 
auch abgesehen von dessen Adrenalingehalt zustande kommt?. Dal 
die chromaphinen Kérperchen der Selachier eine Substanz mit adrenalin. 
aihnlichen Wirkungen bilden, ist nach den Untersuchungen von Luiz 
und Wyman? anzunehmen. Wenn nun, wie wir sahen, die asphyktisclhe 
Hyperglykimie bei Selachiern so auBerordentlich langsam auftritt, 
so ware in erster Linie daran zu denken, daB der Mechanismus ihres 
Zustandekommens bei Fischen ein anderer ist als bei Warmbliitern. 


1 Siehe die zusammenfassende Darstellung von Leo Pollak, Ergeb. «| 
inn. Med. u. Klin. 23, 383, 1923, und W. B. Cannon, Ergeb. d. Phys. 27, 
396, 1928. 

2 B. R. Lutz und L. C. Wyman, Journ. of exper. Zool. 47, 295, 1927. 
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Uber die Wirkung von Adrenalin auf den Blutzucker von Fischen 
liegt meines Wissens nur eine Angabe von Mc Cormick und Macleod 
(l.¢.) vor. Die Autoren haben nur eine Versuchsreihe ausgefiihrt. Etwa 
eine Stunde nach der Injektion wurde das Blut untersucht. Der Zucker- 
gehalt war tibernormal. Etwa 2 Stunden nach der Injektion war er 
am héchsten, woraus die Verfasser schlossen, daB die Wirkung von 
Adrenalin beziiglich des Blutzuckers bei Fischen ahnlich wie bei Siugern 
ist. Dieser Schlu8 scheint zuniachst nicht begriindet. Ich selbst war 
zunaichst durch die knapp bemessene Studienzeit in Neapel in der Lage. 
erst einen Versuch auszufiihren. Er fiihrte zu ganz anderem Ergebnis. 

Ich habe zwei groBen Individuen von Scillium catulus, die sich wiaihrend 
des ganzen Versuchs in dem gleichen, gut durchliifteten Bassin mit 
flieBendem Seewasser befanden, in Abstanden, die aus Tabelle X hervorgehen, 
Blut aus den SchwanzgeféBen entnommen. In unmittelbarem AnschluB 
an die letzte Entnahme erfolgte zur Kontrolle auch eine Blutentnahme 
aus dem Herzen. Dem einen Tier wurde zu Versuchsbeginn 1 cem Adrenalin 
1: 1000 intramuskular injiziert, dem anderen 1 ccm Seewasser. 


Das Ergebnis zeigt Tabelle X. 


Tabelle X. 


Erfolg der Injektion von 1 cem Adrenalin beziiglich des Blutzuckers. 





| ‘ ; 
! Blut. Nach der Injektion 
| zucker , een yee ce : _ 

Tierart | Injektion . Ents Bluts .. » Ente Blut 
| vorker Zeit nahme zucker Zit hahme zucker 
| %J Min.| ccm %/y || Mio.) ccm 9 


Scyllium catulusIT, 9, 920g 0,038 Seewasser 10 1,5 0,088 30 1 0,041 
” » I, 0, 1270, ||0,031 Adrenalin 10 | 0,5 | 0,035 30 0,5 0,036 





Nach der Injektion 


Tierart . | Ente | Blute | Ents | Blute | Herz 
aie Zeit | nahme zucker Zeit = nahme  zucker _ blut 
Min. ccm 0/5 Std. ccm FG 9/5 
Seyllium catulusII, 9, 920g 1 1 0,067 2 1 0,074 | 0,060 
. » Ld ,ier0, 1 1 0,038 2 l 0,035 | 0,042 


Die Tabelle zeigt beim Kontrolltier, dem nur Seewasser injiziert 
wurde, von der vierten Entnahme von Blut an eine deutliche Hyper- 
glykamie. Ob sie als AderlaBhyperglykimie zu deuten ist, oder als 
Folge der nervésen Erregung infolge des wiederholten Fangens und des 
jedesmaligen kurzen Aufenthaltes in der Luft, der nach Simpson 
schon zur Hyperglykamie fiihren kann, sei zunichst dahingestellt. 
Beabsichtigte weitere Versuche sollen sich im niachsten Friithjahr 
mit dieser Frage befassen. Sehr auffallig ist aber, daB bei Scyllium 
catulus Nr. II sich der Blutzucker binnen 2 Stund@n nach der 
Adrenalininjektion nicht anderte, trotzdem sich die Wirkung der 
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Adronalininjektion sehr deutlich zeigte. Die Farbe des Tieres wurde 
blaB, die Zeichnung scharfer. Vor allem war aber die GefaBverengerung 
schon 10 Minuten nach der Injektion an dem geringeren Ausstrémen 
des Blutes merklich und nach etwa 20 Minuten war die Blutfarbe 
auffallend dunkel. Dies blieb waihrend der 2 Stunden der Beobachtung 
unverandert. 

Obzwar dieser Versuch von mir nur als Probeversuch bewertet 
wird, der durch weitere erginzt werden mu8 und soll, so geht eines 
mit Sicherheit aus ihm hervor: Die Adrenalininjektion macht den 
Fisch asphyktisch, sein Blut wird venés (vermutlich infolge Verengerung 
der KiemengefiBe) und selbst wenn in anderen Versuchen sich dic 
Angabe Mec Cormicks und Macleods bestatigen sollte, daB Adrenalin 
eine Hyperglykamie bei Fischen erzeugt, so wire erst festzustellen 
ob diese Hyperglykimie tatsachlich eine Adrenalinhyperglykamie im 
Sinne der beim Siaugetier beobachteten, oder ob sie nicht bloB eine 
durch Adrenalin ausgeliste Asphyxiehyperglykamie ist. 

Wenn man sich erinnert, da bei den Selachiern bisher die Funktion 
herzférdernder und intestinal hemmender autonomer Nerven nach- 
zuweisen stets mifgliickt ist, so liegt der Gedanke nahe, da auch 
die autonome Innervation der Leber bei diesen Tieren eine andere 
ist als bei den Warmbliitern und daB die asphyktische Hyperglykimie 
bei ihnen deshalb so langsam auftritt, weil sie durch die direkte Beein- 
flussung der Leber durch das Erstickungsblut und nicht auf dem 
Wege der beim Saugetier wirksamen nervésen Mechanismen ausgeloist 
wird. Diese Frage soll noch gepriift werden. Ihr Beantwortung scheint 
um so dringender nétig, als auch das auffallend langsame Schwinden 
der Hyperglykamie, falls sich unsere Annahme als richtig erweist 
als ein Hinweis darauf aufgefaBt werden kénnte, daB beim Saugetic 
nicht nur die Zuckerabgabe, sondern auch die Zuckerspeicherung 
der Leber nervés reguliert werden. Es wird aber natiirlich auch gepriift 
werden miissen, ob nicht die niedrige Temperatur der Tiere fiir die 
Besonderheit des Hyperglykamieverlaufes verantwortlich ist, obwoh! 
mir dies auf Grund entsprechender Versuche beim Frosch unwahrschein- 
lich erscheint. 


Zusammenfassung. 


Mit der Methode von Hagedorn und Jensen wurde bei Scillium 
und Torpedo die Menge der reduzierenden Substanzen im Blute (der 
sogenannte Blutzucker) untersucht. Wenn man aus Griinden, die im Text 
dargelegt sind, die bei gesunden Tieren beobachteten niedrigsten Werte 


1 F. Botazzi, Zeitschr. f. Biol. 48, 372, 1902 (dort auch altere Literatur); 
E. Miiller und G. Liljestrand, Arch. f. Anat. u. Phys., Anat. Abt. 1918, 8. 137; 
Lutz’ noch nicht veréffentlichte Versuche. 
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als Normalwerte ansieht, so diirfte der Normalblutzucker der Fische 
annahernd von gleicher Gré®enordnung wie der der Frésche sein 
20 bis 40 mg-°,). 

Vom Fiillungszustand von Magen und Darm scheint die Blutzucker- 
héhe nicht wesentlich beeinfluBt zu sein. 

Bei leberlosen Tieren sinkt im Laufe von Tagen der Blutzucker 
deutlich ab. Die niedrigsten Werte, die beobachtet wurden, waren 
5 bis 10 mg-°.,. Bei Erwarmung der leberlosen Tiere ist der Zucker- 
schwund viel rapider. 

Asphyxie fihrt zu Hyperglykimie, die bei einer Temperatur 
von etwa 15° C erst etwa nach einer Stunde, bei héheren Temperaturen 
schon friiher bemerkbar wird. Auch wenn die Tiere wieder in O-reiches 
Wasser gebracht werden, so steigt trotz gleichzeitiger Arterialisierung 
des Blutes die Blutzuckerhéhe im Laufe der nachsten Stunden noch 
langsam zu einer bedeutenden Héhe an. Die Riickkehr der Blutzucker- 
werte zur Norm erfolgt sehr langsam. Noch nach 7 Tagen braucht die 
urspriingliche Héhe des Blutzuckers nicht wieder erreicht zu sein. 

Der ZuckeriiberschuB bei der asphyktischen (und Erwirmungs-) 
Hyperglykiimie stammt aus der Leber. Er fehlt bei entleberten Tieren. 
Adrenalin fiihrt bei Scyllium zu einer starken Asphyxie. 

Das ganz allmihliche Ansteigen und Sinken der Blutzuckerwerte 
bei den Asphyxieversuchen kénnte mit den Besonderheiten der Funktion 
des autonomen Nervensystems der Selachier in Zusammenhang gebracht 
werden. 
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Der Gehalt des Blutes 
einiger Wirbelloser an reduzierenden Substanzen. 


Von 
Bruno Kiseh (K6ln). 
(Aus der zoologischen Station in Neapel.) 
(Ausgefiihrt 
mit Unterstiitzung der Notgemeinschaft der deutschen Wissenschaft.) 


(Eingegangen am 31. Mai 1929.) 


Gelegentlich der in der vorigen Mitteilung beschriebenen Beob- 
achtungen iiber die reduzierenden Substanzen (den der Kiirze halber 
sogenannten Blutzucker) im Blute von Meeresfischen habe ich auch 
bei einigen Wirbellosen ,,Blutzucker‘‘-Bestimmungen nach der Methode 
von Hagedorn-Jensen ausgefiihrt. 


Das Ergebnis war folgendes: 


Tabelle I. 
‘ Aplysia. 


Ly ‘ 





Tier Blstsucker Anmerkungen 


bg | a | Anmerkungen ' , 








6 0,004 lecm untersucht 
6 0,005 Gefiittert 
6 0,002 (1 ccm) 
0,006 0,004 
6 0,007 
0,003 0,005 





Bei den Tieren, bei denen ,,1] com“ bemerkt ist, wurde zur Aus- 
fiihrung der Untersuchungen nicht wie gebrauchlich 0,1 ccm, sondern 
lcem Blut verwendet. Man sieht, da®B die Menge reduzierender Substanz 
im Blute von Aplysien héchstens einige Milligramm-Prozent betragt 
Bei Tieren, die ungefiittert langere Zeit im Aquarium gehalten wurden, 
war wiederholt reduzierende Substanz im Blute iiberhaupt nicht 
nachzuweisen. 

Aber auch bei den frisch vom Futter (als solches wurde Ulva lactuca 
der Meersalat, von den Tieren reichlich gefressen) weggenommenen 
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sind nur Spuren reduzierender Substanz im Blute gewesen. Es ist 
nicht ausgeschlossen, daB die mit der Nahrung aufgenommenen Kohle- 
hydrate im Blute in einer mit der Hagedorn-Jensenschen Methode 
nicht ohne weiteres nachweisbaren Form vorhanden sind, denn ich 
iiberzeugte mich, da durch Hydrolyse des Blutes durch Zusatz von 
0.2%, HCl und halbstiindiges Erwirmen auf 80°C die Menge der 
reduzierenden Substanzen im Blute um ein Vielfaches (z. B. von 5 
auf 35 mg-°,) ansteigen kann. 


Tabelle II. 


Sipunculus nudus. 








Tier | Blutzucker Anmerkungen Tier | Blutzucker Anmerkungen 

Nr. Fp Nr. ay 

1 i 0,019 || Darm gefiillt 7 0.010 Seit mehreren Tagen ge 
2 0,006 Seit 4 Tagen hungernd ; fangen 

: - 8 0,021 - 

3 0,054 9 0.021 Frisch gefangen 

0, . po -— 

: 0 poe Seit mehreren Tagen 10 0,024 Seit 2 Tagen gefangen 

o wey gefangen 10 0,021 Das gleiche Tier 8 Tage 
6 0,014 spater, hungernd 


Die Menge reduzierender Substanz ist, wie man sieht, im Blute 
des Wurmes Sipunculus wesentlich héher als bei Aplysia und fast in 
der GréBenordnung der reduzierenden Substanzen im Blute des Frosches 
und von Fischen. Auch bei Sipunculus war eine Abhangigkeit der 
..Blutzucker““-Werte von der Dauer des Hungerns innerhalb der 
Beobachtungszeit nicht zu ermitteln. 


Tier 10 zeigte z. B. den gleichen Wert, den es 2 Tage nach dem 
Einbringen in das Aquarium gehabt hatte, nach weiteren 8 Tagen der 
Gefangenschaft, wahrend dieser ganzen Zeit hatte es ohne Nahrung 
in reinem Seewasser gelebt. Diese Tatsache ist vielleicht deshalb be- 
merkenswert, weil Sipunculus ein der Leber héherer Tiere funktionell 
entsprechendes Organ nicht besitzt. 


SchlieBlich habe ich noch aus der Familie der Krabben das Blut 
bei Carcinus maenas und Eriphia spinifrons untersucht. 


Tabelle Ill. 


Carcinus maenas. 





Tier — Anmerkungen Tier — Anmerkungen 
Careinus 1 0,034 Carcinus 6 0,010 | Mis Tie 
“ 1 0,038 4 Tage spater ~ 7 0,001 “aol 
» 2 0,012 " 8) 0,006 | | 
" 8 0,050 Eriphia 1 0,020 | Seit 2 Tagen 
‘ 4 0,019 ‘| a 2\| 0.012 { gefangen 
5 0,019 





20* 
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Die Menge reduzierender Substanz ist bei den beiden Krabbe: 
etwa von der gleichen GréBenordnung wie bei Sipunculus, aber an 
scheinend etwas gréBer. Nur ist bei diesen Tieren eher ein Sinken de: 
Werte nach laingerem Hungern nachweisbar. Die niedrigsten Wert: 
liegen bei Carcinus 6,7 und 8, die 8 Tage lang hungerten, vor. Tier Nr. 2 
hatte nach 7 Tagen des Nahrungsentzuges nur noch 0,010 und, nach 
dem es dann 2 Tage lang wieder gefiittert worden war, 0,019. 


Zusammenfassend |aBt sich sagen, dal} bei Aplysia im Blute jeder 
zeit nur Spuren reduzierender Substanz gefunden wurden, bei Sipun- 
culus, Carcinus und Eriphia Mengen, die mitunter den Blutzucker 
werten des Frosches und der Meeresfische entsprechen. Es scheinen 
bei Sipunculus kaum, bei den Krabben eher Beziehungen zwischen 
Ernahrungszustand und der Menge der reduzierenden Substanzen im 
Blute zu _bestehen. 
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I. Einleitung. 


In der ersten Mitteilung! wurde festgestellt, daB die Extragirung 
nach nachtraglichem Ersticken von Lebergewebe ernahrter Ratten nicht 
auftritt oder wenigstens sehr gering ist, falls das Gewebe wahrend 
der aeroben Vorperiode in kalium- und calciumfreier Ringerlésung 
suspendiert wird. In dieser Mitteilung soll untersucht werden, ob sich 
dieser Ioneneffekt auch bei der Extragirung von Speicheldriisen- 
gewebe findet, ob die Hemmung der Extragiarung reversibel ist und 
ob beide genannten Kationen zum Zustandekommen der Extragirung 
notwendig sind. 


Falls sich die Kationenwirkung bei Leber und Submaxillaris als 
gleichsinnig erweist, wiirde dies fiir einen einheitlichen Entstehungs- 
mechanismus der Extragirung bei diesen beiden Geweben sprechen 
und gegen die friiher gemachte Annahme?, daf8 die Extragarung von 
Lebergewebe auf der Anreicherung eines reaktionsfaihigeren Zwischen- 
zuckers, also auf einer Verainderung des Garsubstrats, die Extragirung 
von Speicheldriisengewebe aber auf einer Zunahme des Gdrvermégens 
wihrend der Aerobiose beruht. 


If. Vorbemerkungen. 


1. Methodik. 


Die Gaérung wurde nach der Warburgschen manometrischen Methode 
gemessen. Die Messung begann stets 10 bis 12 Minuten nach Einhangen 
der Manometer in den Thermostaten (37,5°). Diejenigen Gewebeschnitte, 
an denen die Gérung nach nachtraglichem Ersticken gemessen werden 
splite, wurden vorher 30 Minuten aerob (im Gasraum der Manometer 
Sauerstoff, bei bicarbonathaltigeén Medien mit Zusatz von 5% CO,) im 
Thermostaten bewegt und danach in neue Trége iibertragen und erstickt. 


Als prozentige Extragarung ist, wie in der ersten Mitteilung, der Quotient 
[Qi] nachtr. — [ @77] 

[O37 | el. 
bezeichnet (nachtr. = nachtriglich erstickt; gl. = gleich erstickt). 
Zur Bildung dieses Quotienten sind nur die Q'?-Werte fiir die erste Ver- 
suchsstunde verwendet*®. Auer diesen sind in den meisten Tabellen zu: 


Charakterisierung des Garverlaufs noch die aus den Druckaénderungen in 
den ersten 10 Minuten und in der zweiten Versuchsstunde berechneten 


Qy -Werte angegeben. 


100 


1 Diese Zeitschr. 207, 263, 1929. 
2 QO. Rosenthal und A. Lasnitzki, diese Zeitschr. 196, 340, 1928. 
3 In allen Tabellen sind die Mittelwerte dieses Quotienten aus dem 


Mittel der Qi?-Werte fiir die erste Versuchsstunde gebildet. 
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Als Suspensionsfliissigkeit wurden folgende dem Rattenserum isotone 
Salzlésungen benutzt: 


a) Bicarbonatfreie Stammlésungen : 


Sp. Sx. 
1000 cem 0,90 % iger NaCl-Lésung 1020 cem 0,90 % iger NaCl-Lésung 
es ite es ~  » §38% « : Boe 
20 » 1,32% » GaCl- ,, 
Sca- Sya- 
1020 cem 0,90% iger NaCl-Lésung 0,9°% ige NaCl-Lésung 


20 , %1,22% . CaCl,- ,, 

b) Bicarbonathaltige Versuchslésungen wurden durch Zusatz von 
20 cem 1,3 % iger Na HCO,-Lésung zu je 100 cem der obigen Stammlésungen 
hergestellt. Sie werden mit R, ,,K“, ,,Ca‘‘, ,,Na‘‘ bezeichnet. In ihnen 
betragt die Konzentration der verschiedenen Ionen in m/1 (bei Na und Cl 
auf die zweite Dezimale abgerundet): Cysuco, = 2,6. 10—*, Cg = 1,3 
- 10-1, Cy, = 1,5.10-—', und, soweit sie diese Kationen enthalten, 
Cx = 2,5. 10-8, Cog = 1,8.10-*%. Falls traubenzuckerhaltige Versuchs- 
lésungen verwendet werden sollten, wurde so viel Glucose in den siedenden 
Stammlésungen gelést, daB die Konzentration in den Versuchslésungen 
0,2°% betrug. Die durch den Glucosezusatz bedingte geringe Erhéhung des 
osmotischen Druckes wurde vernachlassigt. Glucosehaltige Versuchs- 
lésungen sind durch den Index G gekennzeichnet (Rg, Nag usw.). 


2. Gdrsubstrat und Garprodukt bei der Extragérung von Speicheldriisengewebe, 
sowie HinfluB des Erndhrungszustandes des Versuchstieres auf Gdrung und 
Extragarung. 

In einer friiheren Arbeit von A. Lasnitzki und mir (l.c.) wurde 
festgestellt, da8 \lie Extragirung von Speicheldriisengewebe sicher zum 
gréBten Teil auf der Spaltung von "Glucose in Milchséure beruht. Ich 
habe diese Versuche, soweit sie sich auf die GréBe der Leergirung be- 
zogen, wiederholt und durch Untersuchungen an Hungertieren erganzt. 
AuBerdem wurde in einem Versuch die nach nachtriglichem Ersticken 
gebildete Saure nach Fiirth-Charnas-Clausen bestimmt, da friiher bei 
kolorimetrischen Milchsiurebestimmungen nach Mendel-Goldscheider 
keine véllige Ubereinstimmung mit dem Ergebnis der manometrischen 
Messung erzielt wurde. Die Ubereinstimmung war diesmal befriedigend. 

Verwendet wurden 17,6mg Gewebe (Trockengewicht), in 3cem Rg 
suspendiert. Aus der manometrisch beobachteten CO,-Austreibung be - 
rechnete sich fiir die gesamte Verweildauer des Gewebes in der Suspensions- 
fliissigkeit (139’) eine Milchséurebildung von 1,4mg. Gefunden wurde 
titrimetrisch 1,45 mg. Oy fiir die erste Versuchsstunde betrug 9,96, die 
prozentische Extragaérung + 31%. 


In Tabelle I sind die Resultate von sechs Versuchen wiedergegeben, 
die sich mit der GréBe der Leergiirung nach sofortigem und nach- 
triglichem Ersticken beschiaftigen. Im Durchschnitt betrigt die 
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Talx lle 
Leergérung und Glucosevergarung 
if Tiermaterial Anserobe Garung in glucosehaltiger Ringerlésung (Re) 
: Gleich erstickt Nachtriiglich erstickt. 
i} Versuchstier Vorher: 30’ aerob bei 37,5' 
| Tierserie, iene in Rg bewegt 
bezogen am 7. | - 
Nr.| Datum RR) | RO2z RN: 
(W= o a — We, Ah Prozentice 
WwW rf s es 2 ~ 
as wicht schlecht ew Cy Extra. 
nach nach 60 nach nach 60 ii 
1929 1929 & 10’ 60’ —120’' | 10’ , —120’ 
A. Gewebe 
1 4. Il. || 24.1. W | 130 a4 7,80 | 5,10 | 2,95 10,1 7,23 | 4,21 + 2 
2 6.11.) desgl 140} co | 661 | 560 | 366) 76 7,04 523 + 2% 
Mittel: 7,2 | 535 | 33 8,9-| 7,14 | 4,72 | + 3 
B. Gewebe von Hungertiere: 
1| 8 0.) 20. Ww 120/ @ | 482 | 360 | 244 944 | 7,93 | 556 | +110 
2/11. I. — desgl. 115 o || 595 | 460 2638 445 328 1,81 | 27 
8 | 20. 1. 11.11. Ww! 100 rou 2,10 2,00 | 1,70 6,45 418 236 | +109 
4 | 25. IT. desgl. 85 rou 888 2,76 | 1,89 5,22 | 3,17 1,99 + 1b 
Mittel: 4,06 | 3,22 | 217 639 464 293 | + 4 


Leergirung! in der ersten Versuchsstunde nach sofortigem Ersticken 
40°, der Garung in glucosehaltigem Medium bei ernahrten und 60°, 
bei hungernden Ratten, nach nachtraglichem Ersticken 35°, und 
50°.. Hieraus ergibt sich folgendes: Die Extragirung ist im wesent- 
lichen Traubenzuckervergarung. Die Spontangiérung wird im Durch- 
schnitt durch das nachtragliche Ersticken relativ weniger gesteigert 
als die Garung in glucosehaltigem Medium. Durch das Hungern der 
Versuchstiere wird die Leergirung des Gewebes kaum vermindert. 
Dagegen ist die Gesamtgarung bei Hungerratten schwacher. Die Extra- 
garung fallt einmal ganz aus und ist einmal gering; in zwei weiteren 
Versuchen erreicht sie betrachtlichere Werte?. 


Offenbar ist bei der Submaxillaris das Ernahrtsein der Versuchstiere 
nicht wie beim Lebergewebe eine notwendige Bedingung zum Zustande- 





1 In der zitierten, gemeinsam mit Lasnitzki ausgefiihrten Arbeit werden 
bei ernahrten Tieren als Durchschnittswerte fiir die prozentige Leergaérung 
in der ersten Versuchsstunde 39°, nach sofortigem Ersticken (Mittel aus 
vier Versuchen) und 28% nach nachtraglichem Ersticken (Mittel aus drei 
Versuchen) angegeben, also mit dem obigen der GréBenordnung nach 
gut iibereinstimmende Werte. 

2 Falls Extragaérung vorhanden ist, findet sich auch der im Abschn. III, 1 
beschriebene Kationeneffekt. 





nach 10’ 


ernahrte 


4.55 
2.26 
3,41 


Hunget 
2.63 
3.95 
2.88 
1,84 


2,83 
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| 
von Speicheldriisengewebe. 
Anserobe Giarung in glucosefreier Ringerlésung (2) Prozentige Leergiérung 
Gleich erstickt Nachtriglich erstickt. Nach Nach 
Vorher: 30’ aerob bei 37,5° sofortigem nachtraglichem 


in Rg bewegt Ersticken Ersticken 








“RN: | | P02 PpNe 
> | [Be B"* | Prozentige | i? der | in der | in der | in der 
QYy 2 ( Ag we ersten | zweiten ersten | zweiten 
Stunde | Stunde | Stunde Stunde 
garung | 
nach 10’ | nach 60’ 60—120' nach 10’ | nach 60’ | 60—120’ - aes 2 
0 0 | 0 0 
ernahrter Tiere. 
455 | 2,40 1,32 3,96 2.44 0,92 + 2 47 45 } 34 22 
2,26 | 193 1,25 | 8,72 2,54 — _ 1,18 + 24 34 | 34 36 23 
341 | 227 | 129 8,84 | 249 | 1,05 | +15 41 39 | 35 | 22 
Hungerzeit etwa 48 Stunden). 
263 | 2,04 1,36 4,15 2,94 1,67 - +H 57 55 37 30 
395 2,84 1,37 3,82 2,54 1,27 — 105 63 52 78 70 
2.88 1,49 0,96 4,58 1,81 0,76 +215 75 56 43 32 
1,84 1,49 0,92 240 1,60 0,92 + 65 | 54 49 50 46 
288 | 197 | 115 | 374 | 202 | 116 | +18 | 61 | 53 | 48 | 40 


kommen der Extragiirung, aber es wird durch die Ernaihrung das 
Garvermégen als solches vor allem gegeniiber Glucose, gesteigert. 
Méglicherweise besteht auch die Wirkung des Hungerns auf Lebergewebe 
nicht nur in der Herabsetzung des Kohlehydratgehaltes und damit 
des Giarsubstrats, sondern auch in einer LEinschrankung der 
fermentativen Fahigkeiten des Gewebes. In diesem Zusammenhang 
sei noch darauf hingewiesen, daB im Gegensatz zum Giarvermégen 
die Atmung von Hungerrattenleber bei Gegenwart von Glucose nach 
Versuchen von Meyerhof! nicht herabgesetzt ist. 

Zu allen im folgenden angefiihrten Versuchen sind nur Organe 
ernahrter Tiere benutzt worden, um in dieser Beziehung stets optimale 
Bedingungen zum Zustandekommen der Extragirung einzuhalten. 


3. Der EinfluB der Glucose auf das Zustandekommen der Extragdrung von 
Speicheldriisengewebe 

ist in Abb. 1 dargestellt. Die Garungsintensitat ist bei denjenigen 

Gewebeschnitten, die vorher in glucosehaltigem Medium bewegt waren 

(RO? RX), um 95 % gegeniiber den gleich erstickten ( R¥*) gesteigert, bei den 

vorher in glucosefreiem Medium gehaltenen aber nur um 20% (R°?RS?). 


1 Diese Zeitschr. 157, 459, 1925 und 171, 380, 1926. 
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Dies beruht nicht auf einer irreversiblen Schadigung des Gewebes; 
denn bringt man derartige Schnitte, bevor man sie erstickt, auf eine 
weitere halbe Stunde in traubenzuckerhaltige Ringerlésung (R°: RQ? R53), 
so betrigt danach die Extragirung wieder + 95%. Zur Erzielung 
einer optimalen Aktivierung des Garvermégens durch die Aerobiose 
ist also die Gegenwart des spiteren Girsubstrats notwendig. Diese 


























Erstickt 
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Abb. 1. 
Einflu8 der Glucose auf das Zustandekommen der Extragirung von Speicheldriisengewebe. 





Mittlere Garungsintensitat in der ersten Versuchsstunde. (Versuchsreihe vom 18. Marz 1929.) 


Traubenzuckerwirkung wurde bereits in der zitierten, gemeinsam 
mit A. Lasnitzki ausgefiihrten Arbeit festgestellt. Sie wurde damals 
nach der Zwischenzuckerhypothese dahingehend erklart, daB die Bildung 
dieses Zuckers bei der Submaxillaris (im Gegensatz zur Leber) auch 
aus Glucose erfolgen kann. Die Extragarung sollte zum Teil auf der 
‘Vergarung dieses Zuckers, zum Teil aber auch auf einer Aktivierung 
der Glucosevergirung beruhen. Nach dem Ergebnis des vorangegangenen 
Absatzes — der relativ und absolut geringen Steigerung der Spontan- 
girung nach nachtraglichem Ersticken — erscheint die Erklarung 
der Extragirung als Zunahme des Garvermégens gerechtfertigter. 
Gegebenenfalls kénnte ein aus Glucose unter aeroben Bedingungen 
entstehender Zwischenzucker als Garungsaktivator in Betracht gezogen 
werden, aber nicht als Garsubstrat. 


Versuch R®? RO: RX? der Abb. 1, der in allen technischen Einzel- 


heiten wie R02 RO? RX? durchgefiihrt ist, dient als Kontrollversuch, um 
eine etwaige Beeinflussung der Extragaérung durch die Dauer der Aerobiose 
und ihre Unterbrechung durch das Ubertragen des Gewebes in neue GefiBe 
zu erfassen. Wie man sieht, liegt eine derartige Wirkung nicht vor. Uberdies 
zeigt der Versuch, daB auch beim Speicheldriisengewebe der maximale 
Effekt der Aerobiose schon nach 30 Minuten erreicht ist. Allerdings ist 
sonst meist nach einer mehr als halbstiindigen Vorperiode die Extragérung 
wieder etwas geringer. 
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Ill. Versuchsergebnisse. 


1. EinfluB des Fortlassens von Kalium und Calcium auf die Extragdrung 
von Speicheldriisengewebe. 

Die Ergebnisse dieser Versuchsreihen, die in Tabelle I] wieder- 

gegeben sind, sprechen dafiir, daB der Extragirung von Speicheldriisen- 
ind Lebergewebe der gleiche Mechanismus zugrunde liegt. Fortlassen 
von Kalium und Calcium wahrend der aeroben Vorperiode verhindert 
auch bei der Submaxillaris das Auftreten der Extragirung oder hemmt 
sie wenigstens betrachtlich. Haufig ist die Intensitaét der Giarung 
nach nachtraglichem Ersticken bei den aerob in Na, gehaltenen Schnitten 
sogar geringer als bei dem gleich in Rg erstickten Gewebe. Dies kann 
auBer an einer méglichen morphologischen Verschiedenheit der einzelnen 
Submaxillarisschnitte darauf beruhen, daB bereits beim kérperfrischen 
Gewebe das Garvermégen zum Teil aktiviert ist und diese Aktivierung 
wahrend der Aerobiose im kalium- und calciumfreien Medium schwindet. 
Versuche, die die Reversibilitat der Aktivierung beweisen, finden sich 
im folgenden Abschnitt. 
Es sei bemerkt, daB das Fortlassen der genannten Kationen wahrend 
der Anaerobiose die Garung weit weniger beeinfluBt (vgl. Tabelle ITI). 
Entsprechendes wurde in der ersten Mitteilung beim Lebergewebe fest- 
gestellt. Im Durchschnitt ist bei der Submaxillaris die Garungsintensitat 
in der ersten Versuchsstunde, wenn Lésung Nag statt Rg als Medium 
benutzt wird, um 15% nach sofortigem und um 17% nach nachtraglichem 
Ersticken herabgesetzt. Die geringere mittlere Géarungsintensitét in der 
ersten Versuchsstunde nach Fortlassen von Kalium und Calcium beruht 
hauptséchlich auf dem schnelleren Abfall der Géarungsgeschwindigkeit 
und ist bei der Extragarung nach nachtraiglichem Ersticken ani deutlichsten. 
Vergleicht man namlich die Qi7- Werte fiir die zweiten Versuchsstunden, 
so ergibt sich eine Garungsverminderung in Nag von 22% bzw. 37%. Aber 
die Anfangsgeschwindigkeiten (Q)?-Werte nach 10 Minuten) differieren 
in den beiden Medien nur um 12% bzw. 8,5°%. Hieraus scheint zu folgen, 
daB die Gegenwart von Kalium und Calcium in der Suspensionsfliissigkeit 
die anaerobe Gérung an sich bei Submaxillaris und Leber kaum beeinfluBt, 
daB aber bei Fehlen dieser Kationen bei der Submaxillaris eine schnellere 
Inaktivierung des Garvermdégens erfolgt. Bei Lebergewebe war etwas 
Derartiges nicht zu beobachten. 


2. Die Reversibilitat des Kationeneffekts. 
Methodik: Vier Gewebeportionen wurden 30 Minuten aerob im Thermo- 
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nit Rg beschickte Trége iibertragen. Je eine dieser vorher in Rg bzw. 
\Nag suspendierten Portionen wurde jetzt erstickt und die beiden anderen 
noch vor dem Ersticken einer weiteren halbstimdigen Aerobiose ausgesetzt. 


Das Ergebnis bei der Submaxillaris ist in Abb.2 dargestellt. 
Die Q}?-Werte sind Mittelwerte aus zwei Versuchsreihen. Die Extra- 
girung fallt in Versuch Na®?R*? aus, ist aber in Na®? R®? RX? 


rit geschiittelt — davon je zwei in Rg und Nag — und darauf in neue 
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wieder vorhanden und sogar noch gréBer als in den beiden anderen nw 
in Rg durchgefiihrten Versuchen. Ob letzteres immer der Fall ist 
oder auf einer zufalligen qualitativen Ungleichheit der benutzten 
Gewebeschnitte beruht, sei dahingestellt. 
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Reversibilitat des Kationeneffekts bei 
der Submaxillaris. Reversibilitat der 
Extragar MB bh s 
Mittlere Garungsintensitét in der erste. 
Versuchsstunde. Mittelwerte aus den 
Versuchsreihen vom 8. Mirz und 
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Reversibilitat des Kationeneffekts bei 
der Leber. Reversibilitait der Extra: 
garungshemmung. 

Mittlere Garungsintensitét in der ersten 
Versuchsstunde. Versuchsreihe vom 
18. Februar 1929. 


Reversibilitat des Kationeneffekts bei 
der Submaxillaris. Reversibilitat der 
Giarungsaktivierung. 

Mittlere Garungsintensitét in der ersten 
Versuchsstunde. Mittelwerte aus den 
Versuchsreihen vom 12. Marz und 
14. Marz 1929. 
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Abb. 5. 
Reversibilitat des Kationeneffekts bei 
Leber. Reversibilitat der Garungs- 
forderung. 
Mittlere Garungsintensitat in der ersten 
Versuchsstunde. Versuchsreihe vom 
12. April 1929, 


Abb. 3, die ebenfalls Mittelwerte aus zwei analog den obigen durch. 
gefiihrten Versuchsreihen wiedergibt, zeigt, daB die Garungsaktivierung 
trotz Sauerstoffgegenwart im kalium- und calciumfreien Medium wieder 
schwindet (vgl. Vers. RO?Na®? R¥?). 
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Diese Reversibilitat der Kationenwirkung auf das Zustande- 
kommen der Extragirung findet sich auch beim Lebergewebe. Eine 
Versuchsreihe ist in Abb. 4 dargestellt. Die Reversibilitat der Extra- 
girungshemmung in Na nach Ubertragen des Gewebes in R ist aller- 
dings nicht so vollkommen wie bei der Submaxillaris, aber immerhin 
80% ig. Die Géarungsintensitaét in Versuch Na®: R®2 R¥2 bleibt um 
30°, hinter der in R®°: R®2: und um 20% hinter der in R®: R°2 R®2 
gemessenen zurtick. Eine gréBere als 80° ,ige Reaktivierung war 
auch in der Mehrzahl weiterer, hier nicht wiedergegebener Versuche 
nicht zu erzielen. 

Andererseits zeigt Abb. 5, daB die Extragarung wieder fast vollig 
aufgehoben wird, falls zwischen Ersticken und aerober Vorperiode 
in R noch eine weitere Aerobiose in kalium- und calciumfreier Lésung 
eingeschaltet wird}. : 

Die Extragarung von Leber und Submaxillaris verhalt sich also 
auch beziiglich der Reversibilitaét des Kationeneffekts gleich. Dies 
erscheint als eine weitere Stiitze dafiir, daB das Zustandekommen 
der Extragarung bei beiden Geweben auf einer Aktivierung des Gir- 
vermégens wahrend der Aerobiose beruht. 


3. EinfluB des Fortfalls von Kalium oder Calcium auf das Zustandekommen 
der Extragarung. 


Durch die bisher besprochenen Versuche wurde erwiesen, da8 in 
einem Medium, das als einziges Kation Natrium enthalt, keine oder 


1 In der ersten Mitteilung glaubte ich eine derartige Reversibilitat 
fiir Lebergewebe ablehnen zu miissen. Denn in zwei beziiglich der Extra- 
girung atypischen Versuchsreihen, in denen bereits die Gérung nach 
sofortigem Ersticken sehr groB war, die Aktivierung des Garvermdégens 
(oder wie damals angenommen, die Zwischenzuckerbildung) also anscheinend 
bereits in vivo erfolgt war, wurde durch das Fortlassen von Kalium und 
Calcium wahrend der Aerobiose kein stirkeres Absinken der Géarungs- 
intensitaét erzielt, als es hier auch nach Vorbehandlung mit R erfolgte. 
Nun kénnte ja an und fiir sich das Vorliegen eines groBen Garvermdégens 
beim kérperfrischen Gewebe nicht durch einen dem Zustandekommen dev 
Extragaérung in vitro gleichen Vorgang verursacht sein und hierdurch der 
mangelnde Einflu8 des Fortlassens von Kalium und Calcium erklart werden. 
Wahrscheinlich ist aber der in Abb. 5 dargestellte Ioneneffekt nur deswegen 
damals nicht in Erscheinung getreten, weil auch bei den in Vollringerlésung 
vorbewegten Schnitten das Garvermégen absank. Uberdies mag das Aus- 
maB des Ioneneffekts bei den einzelnen Lebern verschieden sein. So ist in 
zwei, in Tabelle V dieser Arbeit wiedergegebenen Versuchsreihen, bei 
denen ebenfalls die Intensitaét der Garung nach sofortigem Ersticken groB 
ist, eine Extragérung aber in R doch noch zustande kommt, das eine Mal 
(Versuch 6) zwar die Géarungsintensitét nach aerober Vorbehandlung 
des Gewebes mit ,,Na‘‘ geringer als nach sofortigem Ersticken geworden, 
das andere Mal (Versuch 4) blieb sie nur unverandert. 
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nur schwache Extragarung zustande kommt bzw. eine schon vorhanden 
Aktivierung schwindet. Die Aerobiose erlangt erst bei Gegenwart 
von Kalium und Calcium ihre volle Wirksamkeit. Nicht beriihrt wa: 
bisher die Frage. ob beide Kationen hierzu notwendig sind, oder o} 
dieser Ioneneffekt nur an die Gegenwart eines von beiden gekniipft is: 

Die Ergebnisse diesbeziiglicher Versuchsreihen, soweit sie mit 
Speicheldriisengewebe ausgefiihrt wurden, bringt Tabelle IV. Es zeigt 
sich, daB sowohl Kalium wie Calcium das Zustandekommen der Extra- 
garung fordern, daB aber die Steigerung des Garvermégens bei Gegen- 
wart nur eines Kations stets geringgradiger ausfallt, als bei Gegenwart 
beider. In Versuch 6, in dem auch in Rg nur eine geringe prozentige 
Extragirung hervorzurufen war, wird zwar bei alleinigem Zusatz 
nur eines Kations keine Garungsaktivierung mebr erzielt, aber das 
Garvermégen ist schwacher als in Nag vermindert. Wenn man nur 
die Q¥?-Werte fiir die erste Versuchsstunde vergleicht, so scheinen 
Kalium und Calcium nicht nur gleichsinnig zu wirken, sondern auch 
gleich stark zu férdern (s. Abb. 6). Betrachtet man aber die 10-Minuten- 
Werte, so ergibt sich, daB der Verlauf der Garung nach nachtraglichem 
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EinfluB des Fortfalls von Kalium oder Calcium auf das Zustandekommen der Extragarung 
von Speicheldriisengewebe. 
Mittlere Garungsintensitét in der ersten Versuchsstunde. 
Mittelwerte aus den Versuchsreihen 5 bis 7 der Tabelle IV. 


Ersticken bei den mit Cag vorbehandelten Schnitten ein anderer 
als bei den mit K, vorbehandelten ist. Die Anfangsgeschwindigkeit der 
Garung erreicht hier fast stets dieselben Werte wie in der Reihe R9? R*? 
oder iibertrifft sie. Die Garungsgeschwindigkeit fallt dann aber viel 
schroffer ab als in den iibrigen Versuchen. Es ist danach wahrscheinlich 
daB "lium und Calcium zwar gleichsinnig, aber in einem verschiedenen 
zeitiich veranderlichen AusmaBe am Zustandekommen der Extra- 
garung mitwirken. Auch ist die Gesamtwirkung von Kalium und Calcium 
in keinem Stadium der Extragirung gleich der Summe der Einzel- 
wirkungen. 
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Aus Protokoll I sind der zeitliche Verlauf der Milchsiurebildung 
und die Mictelwerte fiir die Versuchsreihen 5 bis 7 der Tabelle IV 
zu ersehen. Aus den Differenzen je zweier aufeinanderfolgender Mittel- 
werte sind die Q)? Werte extrapoliert worden, die die mittlere Garungs- 
geschwindigkeit in den einzelnen Beobachtungsintervallen darstellen 
sollen. Diese Q}? Werte sind in Abb. 7 eingetragen. Der verschiedene 
Abfall der Garungsgeschwindigkeit in den einzelnen Versuchen wird 
durch die Kurven veranschaulicht. 
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Abfall der Gargesck windigkeit nach sofortigem und nach nachtraglichem Evsticken 
von Speicheldriisengewebe. (Erklarung im Text.) 


Es sei bemerkt, daB die frither bei der Leber beschriebenen zwei Gar- 
phasen sich auch hier unterscheiden lassen, wenn sie sich auch nicht so 
scharf gegeneinander absetzen. Auch bei der Submaxillaris wird gegen 
Ende der ersten Versuchsstunde der Abfall der Gargeschwindigkeit geringer. 
Allerdings wird die Geschwindigkeit nicht konstant, und besonders bleibt 
sie auch in der zweiten Versuchsstunde beim nachtriglich erstickten Gewebe, 
falls, wie bei den analogen Leberversuchen, eine Aerobiose in Vollringer- 
lésung vorausgegangen ist, stets gréBer als bei den sofort erstickten Schnitten 
im entsprechenden Zeitabschnitt. Trotz dieser Unterschiede im Verhalten 
beider Gewebe scheint doch die Gleichsinnigkeit des Garverlaufs — starkster 
Geschwindigkeitsabfall in den Anfangszeiten — dafiir zu sprechen, dab 
dieser Abfall bei beiden Gewebsarten durch ein Absinken des Garvermégens 
bedingt ist. Denn bei der Speicheldriise, wo Glucose Garsubstrat ist, kann 
dieser Abfall nicht durch den Verbrauch eines besonderen gewebseigenen 
Zwischenzuckers erklart werden, es sei denn, da®B ein derartiger Zucker 
nur als Gaérungsaktivator wirkt und als Quelle der Milchséurebildung aus- 
scheidet. Zur einheitlichen Erklarung des Garverlaufs bei Leber und 
Submaxillaris kann man die Annahme machen, da’ wahrend der ersten 
Garphase die durch die Aerobiose bewirkte oder bereits in vivo vorhandene 
Garungsaktivierung schwindet. Der Verlauf in der zweiten Phase hangt 
dann davon ab, bis zu welchem Grade diese Inaktivierung schon abgelaufen 
ist und ob bereits eine Abnahme des Garsubstrats und Absterbevorgange 
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308 O. Rosenthal : 
IV 
Tabelie 
EinfluB des Fortfalls von Kalium oder Calcium wahrend dc: nae 
‘Ana 
Tiermaterial 
Gleich erstickt Zi 
Versuchstier L arte ie ie Dep ea 
Tierserie, | Ohne Kalium und Calcium 
Nr.| Datum || bezogen am | : ae 
| (W = sh Ge RY? ‘Nag? RG? | Prozentige 
Wurt) |Gewicht schlecht Qh? Qh? Extra. Ff 
apne NN Ee 
1929 1929 g nach 10’ nach 60’ 60—120' nach 19’ nach 60’ 60—120'| 
1/19. I1.)11.0. W > 105 rou 4,08 3,62 | 250) 6,76 426 245 +175 i 
2/21. IL. desgl. 105 oC" 5,04 3,05 | 212 | 509 3,32 | 224 4 8 * 
3 | 22. Il. ‘ 105 o" 6,36 3,98 | 248 | 9.25 | 643 | 450 + 64 sae 
4 27. Il. 26.11. W115 rou 3,56 3,12 2,22 | 484 328 | 202 \+ 5 as 
5 1. I. desgl. 130 rou 5,90 410 | 2.82) 7,91 4509 | 316 +24 : 
6; 5m) , 185 of | 7,75 580/410) 465 | 292 206 —4959 
7\7.m) 125 | Q | 489 366 287) 555| 344 2Q41,;— 6 9” 
Tabeli: 
EinfluB des Fortfalls von Kalium oder Calcium wahrend de: 
— 7 
Tiermaterial - 
Gleich erstickt 
Versuchstier . : 
Tierserie, Ohne Kalium und Calcium ~ 
Nr. Datum | bezogen am om RT Sepewe Bi 
(Ww = | RN: Na RN2 ae 
Wurf) Crvtc aioe Qh? Qh? = ee 
si arung Bach 1 
1929 1929 ae jnach 10’) nach 60’'60—120' ‘nach 10’ nach 60’ 60—120' = 
1/29. 1) 21 W 185 | Q | 294 202 124) 815 5,78 1,55 +19 i 
2 30. I. desgl. 135 Q | 3842 | 272 143 38,24 2,66 1,70 | + 2% ‘is 
MVD Sere: . 130 rou 2,28 | 1,42 , 1,17 1,52 1,07 | 088 | — 2g. 
4; 56. IL . 130 2 (9,99) (8,60) (3,10) (11,2) | (9,00) | (3,86) (+ 5 = 
5 | 7. IL i 125 2 | 3,72 | 240 | 1,70 7,60 4,38 | 1,82 | + 80 ye 
6 | 27. If. 15.01. W 95 a 6,58 480 1,79 3,46 1,81 0,89 | — 62 6.80 
7 | 16. IV. /15.1V. W| 110 Q 3,70 2,70 | 1,48 8,68 2,86 | 1,19 + 6 740 
8 22.IV.  desgl. 110 9 1,75 | 1,23 | 0,97 2,36 1,37 | 0,88 + il —— 
Mittel: 3,62 2,38 1,89 429 | 285/127) + 0° 
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IV; 
Pabelle \erobiose auf die Extragérung von Speicheldriisengewebe. 
hrend der 








Anaerobe Garung in Rg 





i" eee NESS 





Nachtraglich erstickt 
Vorher: 30’ aerob bei 37,5° bewegt 





— Mit Kalium allein Mit Calcium allein Mit Kalium und Calcium 


































































Calcium — ee ] — Cn Sc — 
>. | K02 RN? Prozens | Cag? Re? | Prozen- | | RO? R*? Prozens 
a Qe? pak gy | os gy ll 
“ girung Poach 10’ nach 60’ 60—120) or nach 10") nach 60’ 60—120" ae each 10’ nach 60’ 60—120’ eae 
See PS Gs ee Ge Ce ae ae ee | 8,72 | + 84 
bi +h? Teel aad eee |e inn 7,96 | 5,78 | 388 |+ 90 
Pi + 8 Tie | oe 511 (+105 | — _ os — |10,3 | 856 | 624 | +115 
) co i | — | — | 785) 427 | 255 |+85 | 105 | 820 | 615 | +168 
’ 2 855 6,31 | 455 + 54 10,20) 6,06 3,08 +48 | 869 7,24 5,20 + 765 
— 625 4,61 825 — 205) 7,30) 430 2,78 —2%6 930) 7,06 4,76 | + 22 
cng 560 452 3,30 + 285 850 4,74 3.16 +295 825) 587 358 + 605 
— 6 
Ages erobiose auf die Extragirung von Lebergewebe. 
thrend de: ! 
atime Girung in R 
Nachtraglich erstickt. ne p Fe ez eta 
Vorher: 30’ aerob bei 37,5° bewegt 
- a Mit Kalium allein Mit Calcium wie Mit Kalium und Calcium = 
Calcium FANART: ’ EI Se arn ——_— 
(Ko R¥2| | Prozens | Ca RX2 | Prozens | R® R?| | Prozens 
— vy ae Qh? ol i Put 
fs garung || | garung ' gérung 
sy) runt ct 10" mach cr] 60-1207) [nach 107 nach 60"|60—120", nach 107 mach | 60—120 
7.70 6,24) 149 +160 11,2 7,79 1,71 +290/131 885/135 +4 340 
5 +I Bos 8,85 298 4820) 148 1780 362 +455 121 9,86| 2.72 + 966 
: “ee 154 1,15| 0,89 | — 19) 166 147 118|— 1. 7.70 7,70! 680 +440 
~~ $54) (11,7) | (3,52) (+ 86)(15,8) (12.1) | (8,66) (+ 41)(16,1) (12,7) | (8,68) (+ 48) 
6) (+ 32 6,80/ 2,05 +185) 154 8,24 205 +245 166 8,06| 2.06 +285 
: a 2 860 685' 194 + 80/106 820 236 + 71 1385 11,0 | 205 +180 
680 692) 202 +1290 915 806 262 +200 120 18 240 +3800 
(2 Ba 740, 638 541 +420) 944 7,56 566 +6515 915 7,52 632 | +510 
: : 4g 4798 5,88) 2,40 | + 145/108 | 7.58) 274 | +220 120 | 9,17) 3,39 | + 286 


*21 
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sich bemerkbar machen. Bei der Submaxillaris, wo sich ja das hauptsach- 
liche Garsubstrat jederzeit erginzen l46t, kénnte man den Anteil der 
Garungsinaktivierung an dem beobachteten Garverlauf ermitteln, falls 
die in der Erstickung erfolgende Inaktivierung durch erneutes Einschalten 
einer Aerobiose wieder aufgehoben werden kann. 

Die Ubereinstimmung zwischen Leber und Submaxillaris, die sich 
beziiglich der Hemmung der Extragirung durch Fortlassen von Kalium 
und Calcium wahrend der Aerobiose und der Reversibilitat des Kat- 
ioneneffekts ergab, zeigt sich auch in der gleichsinnigen Wirkung 
der beiden Kationen. Nur ist beim Lebergewebe die Extragarung 
nach Vorbehandlung mit ,,Ca‘‘ gréBer als mit .,K“ (vgl. Abb. 8). Diese 
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Einflu® des Fortfalls von Kalium oder Calcium auf das Zustandekommen der Extragarung 
von Lebergewebe. 
Mittlere Garungsintensitat in der ersten Versuchsstunde. 
|Mittelwerte aus den Versuchsreihen 1 bis 3 und 5 bis 8 der Tabelle V. 


Wirkungsfolge der Kationen bleibt, wie Tabelle V zeigt, bei allen 
untersuchten Lebern stets gewahrt, wihrend das Ausma des Kationen- 
effekts in den einzelnen Versuchsreihen groBen Schwankungen unter- 
liegt. Die Versuchsreihen 4 und 6 sind bereits in der Bemerkung zum 
Absatz 2 dieses Abschnitts erwihnt. In den Reihen 1 und 5 kommt 
auch nach Fortlassen von Kalium und Calcium noch eine deutliche 
Extragirung zustande, in Reihe 1 ist sie sogar gréBer als nach Fort- 
lassen von Calcium allein. In den Versuchsreihen 2, 5 und 8 wird durch 
Vorbehandlung des Gewebes mit Lésung ,,Ca‘‘ eine ebenso groBe bzw. 
gréBere Wirkung erzielt als durch Vorbehandlung mit Vollringerlésung 
(R). In Reihe 5 kommt bei Gegenwart beider Kationen eine groBe 
prozentige Extragirung zustande, wahrend sie bei alleinigem Vorhanden- 
sein von Kalium oder Calcium vollig ausfallt und nur das Garvermégen 
in diesen Versuchen weniger absinkt als in ,,Na‘‘. Das Ergebnis dieser 
Versuchsreihe scheint dafiir zu sprechen, daB beide Kationen zum Zu- 
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standekommen der Extragirung notwendig sind, da8 sie sich in ihrer 
Wirkung ergianzen, nicht summieren. 

Welche inneren Faktoren die Schwankungen der Ionenwirkung 
im einzelnen bedingen, 14Bt sich nicht sagen, da ihr Wirkungsmecha- 
nismus noch unbekannt bleibt. Ich habe auch vorerst darauf ver- 
zichtet, auf diese Frage niaher einzugehen, und insbesondere nicht 
geprift, ob der aerobe Stoffwechsel des Gewebes in den benutzten 
Lésungen verschieden ist, weil es mir darauf ankam, die Gleichsinnigkeit 
des Ioneneffekts bei Leber und Speicheldriise festzustellen. Auch die 
im folgenden noch mitgeteilten Versuche kénnen nur zur naheren 
Beschreibung und nicht zur Erklarung der Ionenwirkung dienen. 

Im Rahmen dieses Absatzes seien noch einige Versuchsreihen 
kurz erwahnt, die sich mit der Aufhebung der Extragarungshemmung 
durch nachtragliches Hinzufiigen von Kalium oder Calcium nach .an- 
fanglichem Fortlassen beider Kationen beschiftigten. 

' Die Aerobiose wurde hier nicht unterbrochen und die Schnitte in neue 

f  refaiBe iibertragen, sondern flaschenférmige Trége mit Anhang benutzt 
ind nach 30 Minuten eine isotone Salzlésung, die aus 0,9°,iger Kochsalz- 
ésung und den zuzusetzenden Kationen in entsprechender Konzentration 


jbestand, zugekippt. Das hierdurch bedingte Absinken der Bicarbonat- 
konzentration konnte vernachlissigt werden (vgl. die erste Mitteilung). 
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Abb. 9. 


Die Reversibilitat der in .Na* eintretenden Extragarungshemmung nach Zusatz von Kalium 
oder Calcium oder beider Kationen. (Erklarung im Text.) 


Die Mittelwerte! von drei in Tabelle VI wiedergegebenen Ver- 
suchsreihen sind in Abb. 9 dargestellt. Man erkennt, daB auch hier 
Reversibilitat der Extragirungshemmung besteht, aber die Wirkungs- 


1 Beziiglich der Schwankungen der Einzelwerte beachte man das 
im folgenden Absatz iiber die Ergebnisse langerer Versuchsreihen Gesagte. 
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folge der Kationen zeigt sich nach nachtriglichem Zusatz von Kalium 
oder Calcium nicht; die Géarungsintensitét ist in den Versuchen 
Na®2 K®2 R82 und Na®Ca% R¥2 annihernd gleich groB, und zwar 
weil die Calcitumwirkung im Durchschnitt hier relativ geringer ist. 


1. EinfluB des Natriums sowie héherer Kalium- bzw. Calciumkonzentrationen 
auf das Zustandekommen der Extragdrung. 


Zur Ausfiihrung von Versuchsreihen, bei denen das Ansetzen einer 
gréBeren Zahl von Einzelversuchen erforderlich wird, ist nur Lebergewebe 
verwendbar, da eine Speicheldriise keine hinreichende Schnittmenge liefert. 
Die Verwendung von Organen mehrerer Tiere verbietet sich wegen der 
erheblichen individuellen Unterschiede. Selbst bei Benutzung nur eines 
Organs, was bei den in diesem Absatz angegebenen Leberversuchen stets 
eingehalten wird, finden sich aus dem Rahmen der iibrigen herausfallende 
Einzelversuche, die sich nur durch das Vorliegen ungleicher Gewebsqualitat er- 
klaren lassen. Dies tritt desto haufiger ein, je langer die Versuchsreihe ist. Bei 
Entnahme des Gewebes aus verschiedenen Leberlappen wurde auf seine 
gleichmaBige Verteilung auf die einzelnen Gewebeportionen geachtet. 
Aber eine hinsichtlich der Schnittmenge gleiche Verteilung ist nur an- 
genahert durchzufiihren. Ferner vergeht bis zur Anfertigung von 40 brauch- 
baren Gewebeschnitten eine langere Zeit (20 bis 30 Minuten), waihrend der 
die einzelnen Gewebeteile nicht den gleichen aéuBeren Bedingungen aus- 
gesetzt sind. 


Die Wirkung einer Erhéhung der Kalium- bzw. Calciumkonzen- 
tration auf Kosten der Natriumkonzentration geht aus Abb. 10 hervor. 
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Abb. 10. 


Einflu8 der Erhéhung der Kalium. oder Calciumkonzentration wahrend der Aerobiose auf die 
Intensitat der Garung nach nachtraglichem Ersticken von Lebergewebe. 
Mittlere Garungsintensitit in der ersten Versuchsstunde. (Versuchsreibe vom 12. Februar 1929.) 


Als Medium fiir die Aerobiose sind nur die bicarbonatfreien Stamm- 
lésungen benutzt worden (im Gasraum reiner Sauerstoff), da in bicarbonat- 
haltigen bei Anwendung héherer Ca-Konzentrationen Calciumcarbonat 
ausfallt. Die Extragérung wird, wie in der ersten Mitteilung gezeigt wurde, 
durch Fortfall der CO,-NaHCO,-Pufferung nicht nennenswert beeinfluBbt. 
Siox und Soo, enthalten das zehnfache Volumen isotoner KCl- bzw. 
CaCl,-Lésung, unter Fortlassen des entsprechenden Volumens an 0,9 °,iger 
Kochsalzlésung. In Mol/Liter betragt dann die Konzentration an Kalium 
3 bzw. 30. 10—%, an Calcium 2,1 bzw. 21. 10-* und an Natrium 1,5 bzw. 
1,2. 10-*. 
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Man ersieht aus der Abbildung, daB die 10fache Kaliummeng: 
die Garung nach nachtraglichem Ersticken etwa ebenso stark bx 
schleunigt wie die einfache Calciummenge und die 10fache Calcium 
menge wiederum der Wirkung beider Kationen zusammen in de: 
einfachen Konzentration fast gleichkommt. 

Also auch bei Erhéhung der Kalium- und Calciumkonzentration 
und Verminderung der Natriumkonzentration bleiben Kationen 
synergismus und Wirkungsfolge erhalten. 


Reine (isotone) Natrium-, Kalium- und Calciumchloridlésungen 
hemmen insgemein das Zustandekommen der Extragirung, und zwar 
erstere beiden, wie Abb. 11 und Tabelle VII, Versuchsreihe | zeigen, 
nicht ganz vollstandig und etwa gleich stark, letztere komplett. Falls 
Kochsalzlésungen mit den gewdhnlichen Zusitzen an Kalium oder 
Calcium wahrend der Aerobiose benutzt wurden, ist die Extragirung 
groB und die Wirkungsfolge der Ionen die iibliche. 
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Abb. 11. Abb. 12. 
Wirkung reiner Calciums, Kaliums und Die Extragérungshemmung bei Verwendung 
Natri hioridlésungen im Vergleich zu den reiner KCls, CaClos und NaClLésungen 


zusammengesetzten Stammlésungen auf das 
Zustandekommen der Extragirung von Leber 


wabrend der Aerobiose und die Reversibilitat 
dieser Hemmung. 


gewebe. Mittelwerte aus den Versuchsreihen 2 bis 4 
Mittlere Garungsintensitét in der ersten der Tabelle VIi. 
Versuchsstunde. 


(Versuchsreihe vom 20. Marz 1929.) 


Es fragte sich nun, ob die hemmende Wirkung der reinen bicarbonat- 
freien Kationenlésungen durch eine weitere halbstiindige, aerobe 
Vorbehandlung des Gewebes mit bicarbonatfreier, aber kalium- und 
calciumhaltiger Ringerlésung (S,) wieder aufzuheben ist. Die Er. 
gebnisse von drei Versuchsreihen finden sich in Tabelle VII (Nr. 2 bis 4), 
die Durchschnittswerte werden durch Abb. 12 dargestellt. Als voll. 


kommen reversibel erweist sich nur die KCl-Hemmung, die CaCl, 
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Hemmung ist fast und die an und fiir sich schwachere NaCl-Hemmung 
vollstandig irreversibel. 


Letzteres Ergebnis kommt unerwartet, denn die durch Fortlasse1 
von Kalium und Calcium aus der Ringerlésung bei Bicarbonatgegenwart 
hervorgerufene Extragérungshemmung war, wie in Absatz 2 gezeigt wurd 
und auch aus Abb. 9 hervorgeht, stets durch nachtraglichen Zusatz de 
fehlenden beiden Kationen wieder aufzuheben, und Bicarbonat ist ja zum 
Zustandekommen der Extragérung nicht erforderlich. Es wird sich deswegen 
bei dieser Kochsalzwirkung um eine allgemeine Zellschadigung handeln. 
vielleicht bedingt durch eine bei Fehlen von Kalium und Calcium aut 
tretende Saurebildung, zu deren Neutralisation Pufferung des Medium- 
notwendig ist. Ich habe diese Tatsache: Reversibilitét der Kochsalz- 
hemmung bei Pufferung und Irreversibilitat bei Verwendung reiner NaC! 
Lésung auch in weiteren hier nicht wiedergegebenen Versuchsreihen be- 
statigt gefunden. Uberdies zeigte sich, daB die Extragaérungshemmuny 
meist in bicarbonathaltiger Kochsalzlésung vollstandiger ist als in Sy,. 
Hierdurch macht sich die Wirkung des Kalium- und Calciumzusatzes in 
»»Na‘* staérker bemerkbar. Ferner ergab sich, daB die durch Sy, hervor- 
gerufene Hemmung durch Einschalten einer weiteren Aerobiose in bicarbonat - 
haltiger Vollringerlésung (R) wenigstens zum Teil wieder aufzuheben ist 
und daB die ,,Na“‘-Hemmung in Sp weniger zuriickgeht als in R. 

Der Einflu8 der Pufferung auf das Zustandekommen der Extragiérung 
bei Gegenwart von Kalium und Calcium, den ich nochmals in drei Ver- 
suchen priifte, war hier zweimal erheblicher als in den in der ersten Mit- 
teilung angegebenen Versuchen. Es fand sich eine geringere Extragérung 
im bicarbonatfreien Medium. Es mégen also auch in dieser Beziehung 
individuelle Unterschiede bestehen. Im allgemeinen kann aber der Einflul 
der Pufferung nicht sehr hoch zu veranschlagen sein. Denn die in den in 
Tabelle VI wiedergegebenen Versuchsreihen nach nachtraglichem Er- 
sticken erzielten mittleren Garintensitaéten in der ersten Versuchsstunde 
und die Werte fiir die prozentige Extragarung erreichen trotz Vorbehandlung 
mit Sp die in der ersten Mitteilung fiir Vorbehandlung mit R ange- 
gebenen Hdéchstwerte. 


Die letzte Versuchsanordnung, die ich zum Studium des Natrium- 
einflusses auf das Zustandekommen der Extragirung verwendete, ist 
der Ersatz der 0,9 °, igen Kochsalzlésung in den verschiedenen Stamm- 
lésungen durch das gleiche Volumen einer isotonen (10,3 °%, igen) 
Saccharoselésung (Sa). Die iibrigen natriumfreien Lésungen sind ent- 
sprechend mit Sag (Cx = 3 . 10~* mol.), Sag, (Cog), = 2,1 . 107% mol.) 
und Sap, (Kalium und Calciumchlorid enthaltend) bezeichnet. Die 
Ergebnisse von fiinf Versuchsreihen finden sich in Tabelle VIII. Aus 
Versuchsreihe 1 geht hervor, daB auch bei Fehlen des Natriums die 
férdernde Wirkung von Kalium und Calcium und die Wirkungsfolge 
der beiden Kationen beobachtet werden kann. Dagegen fehlt in Reihe 3 
diese Wirkungsfolge, und in den Reihen 4 und 5 bleibt der gewohnte 
Kationeneffekt im natriumfreien Medium iiberhaupt aus. In Reihe 4 
die allerdings wegen der relativ groBen Garung nach sofortigem Er- 
sticken zu den atypischen zu rechnen ist, wird sogar die Garung in 
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Say, So,, und Sap noch vermindert, am stirksten in Sa,,. Letztere 
paradoxe Calciumwirkung ist in Reihe 5 noch deutlicher, weil hier in 
den tibrigen rohrzuckerhaltigen Lésungen das Zustandekommen de: 
Extragarung nicht vollstandig aufgehoben ist. Bemerkt sei noch, da‘: 
die Rohrzuckerhemmung weder durch nachtraglichen Zusatz von 
Kalium und Calcium noch durch Einbringen des Gewebes in Sp wieder 
aufzuheben ist. 


Aus diesen fiinf Versuchsreihen mit ihren im einzelnen recht 
verschiedenen Ergebnissen l4Bt sich mit Bestimmtheit nur folgern., 
daB das Natrium beim Zustandekommen der Extragirung den beiden 
anderen Kationen nicht entgegenwirkt. Denn die férdernde Wirkung 
von Kalium und Calcium ist stets im natriumhaltigen Medium (S,) 
groBer als im natriumfreien. Andererseits ist auch eine férdernde 
Wirkung des Natriums nicht sicher zu erkennen. Wenigstens ist in 
Reihe 5* die Hemmung der Extragirung in reiner Kochsalzlésung 
(Sy,) nicht geringer als im elektrolytfreien Medium (Sa). Ich glaube 
deswegen, daf die Natriumwirkung nicht als spezifisch aufzufassen 
ist, daB aber ein gewisser Gehalt der Suspensionsfliissigkeit an diesem 
indifferenten Kation fiir die Wirkung der beiden anderen Kationen 
erforderlich ist. Fiir die Indifferenz des Natriums scheint ferner zu 
sprechen, daB Kalium und Calcium trotz ihrer 100mal kleineren Kon- 
zentration eine groBe Wirkung auf das Zustandekommen der Extra- 
garung austiben. 


5. Anhang. 


Exiragdrung und Ioneneffekt beim Nierengewebe. 


Nach Untersuchungen von Lasnitzki und mir kommt eine Extra- 
gairung nach nachtréglichem Ersticken auBer bei Leber und Speicheldriise 
auch bei der Niere zustande. Sie ist hier geringer als bei den beiden anderen 
epithelialen Driisen, betraégt aber im Durchschnitt doch + 50%. Ich habe 
nun gepriift, ob auch die Extragarung der Niere durch Fortlassen von 
Kalium und Calcium wahrend des aeroben Versuchsteiles gehemmt wird. 
Wider Erwarten lieBen sich aber unsere friiheren Versuchsergebnisse diesma| 
nur mangelhaft reproduzieren. Von zwélf verschiedenen Nieren (neun 
von ernahrten und drei von hungernden Ratten) zeigten nach einer halb- 
stiindigen Aerobiose in Rg nur vier (davon zwei Hungerrattennieren) eine 
Extragiérung von 30 bis 50%. In den iibrigen Versuchen bei ernahrten 
Tieren iiberschritt eine etwaige Extragiéirung niemals die Fehlerbreite de1 
Methode. Bei der dritten Hungerratte aber betrug die prozentige Extra- 
girung + 400% und Oy nach 10 Minuten 22, nach einer Stunde 13 und 
in der zweiten Stunde 3,5, also ein fiir die Extragérung charakteristische: 
Garverlauf. Entsprechend groBe Géarintensitaéten nach nachtraglichem 
Ersticken und einen gleich schroffen Abfall der Gargeschwindigkeit habe 
ich auch dreimal bei ernaéhrten Ratten beobachtet, und zwar gerade nac! 


* Versuchsreihe 4 scheidet als atypisch fiir den Vergleich aus. 
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Vorbehandlung des Gewebes mit Nag, wahrend die Extragiérung in den 
korrespondierenden RO? R¥2-Versuchen ausfiel. Eine Erklarung fiir das 
regellose Auftreten dieser Erscheinung und das Ausbleiben des gewohnten 
Ioneneffekts kénnte man darin sehen, daB es sich hierbei gar nicht um 
einen durch die vorausgeschickte Aerobiose bedingten Anstieg des Gir- 
vermégens handelt, sondern um eine von vornherein gegebene Eigenschaft 
der zufallig fiir den betreffenden Versuch benutzten Gewebeschnitte. 
Denn nach Gydrgy, Brehme und Keller! bestehen groBe Differenzen im 
Garvermégen der einzelnen Nierenschichten. Als durchschnittliche Qh 
Werte geben diese Autoren fiir die Rindenzone 4,7 und fiir die Papille 25 an. 
Die Markschicht nimmt eine Mittelstellung ein. Dieser Erklarungsversuch 
ist aber unwahrscheinlich, weil die Schnitte stets nur den éuBeren Nieren- 
schichten entnommen wurden, stets eine Mehrzahl von Schnitten (sechs 
bis zehn) zu den einzelnen Versuchen verwendet wurden und auf eine 
méglichst gleichmaBige Verteilung der aus den beiden Nierenhalften und 
beiden Nieren angefertigten Schnitte auf die einzelnen VersuchsgefaBe 
geachtet wurde. Uberdies ist die Schwankungsbreite der Q)?-Werte nach 
sofortigem Ersticken sehr gering (bei ernahrten Ratten und in der ersten 
Versuchsstunde 3,9 bis 5,0, bei einem Mittelwert von 4,3), was fiir einheitliche 
Gewebsqualitaét spricht. 

Hieraus scheint zu folgen, daB das bei einzelnen Nieren beobachtete 
groBe Garvermégen nach nachtraglichem Ersticken nicht von vornherein 
gegeben war, sondern durch die aerobe Vorbehandlung ausgelést wurde. 
Falls das unregelmaéBige Auftreten dieser Erscheinung auf einer ungleichen 
Gewebsqualitét beruht, so treten diese Unterschiede erst nach nachtrag- 
lichem Ersticken hervor. Fiir das Vorliegen einer der Extragaérung von 
Leber und Speicheldriise entsprechenden Erscheinung ist det beobachtete 
Garverlauf anzufiihren; dagegen spricht aber das Fehlen eines eindeutigen 
Ioneneffekts. Die Frage, ob es sich um Spontan- oder Glucosevergarung 
und vor allem ob es sich um Milchsaéuregérung handelt, konnte wegen der 
mangelnden Reproduzierbarkeit nicht geklart werden. 

Vorkommen und Typ einer Extragirung nach nachtraglichem Er- 
sticken bleibt also fiir Nierengewebe unentschieden. 


IV. Zusammenfassung. 


Die wesentlichsten Ergebnisse dieser Mitteilung, die sich mit 
dem Einflu8 der Kalium- und Calciumionen auf das Zustandekommen 
der Extragirung von Leber- und Speicheldriisengewebe beschaftigte, 
sind folgende : 

1. Bei beiden Geweben besteht in allen wesentlichen Punkten 
Ubereinstimmung in der Wirkung der beiden Kationen. 

a) Das Zustandekommen der Extragirung wird durch Fortlassen 
von Kalium und Calcium wihrend der Aerobiose aufgehoben oder 
erheblich eingeschrankt. 

b) Der Kationeneffekt ist nach beiden Richtungen reversibel. 


1 Diese Zeitschr. 200, 356, 1928. 
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c) Beide Kationen sind an ihm beteiligt und wirken gleichsinnig, 
und zwar férdernd auf das Zustandekommen der Extragirung. 

2. Unterschiede zwischen Leber und Submaxillaris bestehen 
nur hinsichtlich der Wirkungsstarke der beiden Kationen: 

a) Beim Lebergewebe férdert Calciumzusatz das Zustandekommen 
der Extragirung stets ausgiebiger als Kaliumzusatz. 

b) Beim Speicheldriisengewebe fehlt diese Wirkungsfolge. Es 
wird (in der ersten Versuchsstunde) die gleiche mittlere Giarungs- 
intensitat durch jedes der beiden Kationen erzielt. Aber nach Vor- 
behandlung mit Calcium ist die Anfangsgeschwindigkeit der Garung 
gréBer und der Geschwindigkeitsabfall schroffer als nach Vorbehandlung 
mit Kalium. 

3. Die Gleichsinnigkeit des Kationeneffekts bei Leber und Sub- 
maxillaris }4Bt auf einen gleichen Entstehungsmechanismus der Extra- 
girung bei beiden Geweben schlieBen. Dies spricht gegen die friiher 
vorgebrachte Annalime, daB die Extragirung von Lebergewebe auf 
der Spaltung eines wiahrend der Aerobiose gebildeten, besonders 
reaktionsfahigen Zwischenzuckers beruht, die Extragaérung von Speichel- 
driisengewebe aber in der Hauptsache auf einer durch die Aerobiose 
verursachten Zunahme des Giarvermégens. Bei beiden Geweben ist 
die Extragirung am besten als eine unter aeroben Bedingungen er- 
folgende Aktivierung des Garvermégens aufzufassen, die die Frage des 
Giarsubstrats (zelleigne Kohlehydrate bei der Leber, Glucose bei der 
Submaxillaris) nicht beriihrt. 

4. Allerdings besteht fiir diese Aktivierung des Garvermégens auch 
eine Beziehung zum Garsubstrat, die aber unabhangig von seiner Eigen- 
schaft als Garmaterial ist. Beim Speicheldriisengewebe zeigt sie sich 
darin, daB die Aerobiose auch in einem seiner ionalen Zusammensetzung 
nach optimalen Medium erst bei Traubenzuckergegenwart ihre volle 
Wirksamkeit erreicht. Hieraus kann man folgern, daf das regelmaBige 
Ausbleiben der Extragirung bei Hungerrattenleber zum Teil auf einer 
durch das Fehlen oder die Verminderung des Garsubstrats bedingten 
Unwirksamkeit der Aerobiose beruhen kann. Es war bisher nur in Er- 
wigung gezogen worden, daB die Garungsaktivierung auch bei Hunger- 
ratten zwar erfolgt, sich aber bei Fehlen des Garmaterials nicht aus- 
wirken kann. 

5. Der Einflu8 der Glucose auf das Zustandekommen der Extra- 
girung von Speicheldriisengewebe besteht sicher nicht darin, dal 
wiahrend der Aerobiose ein durch seine leichtere Vergarbarkeit wirkender 
Zwischenzucker aus dem Traubenzucker entsteht. Falls die Glucose- 
wirkung iiberhaupt auf einer Zwischenzuckerbildung beruht, was 
nicht ausgeschlossen werden kann, so ware ein derartiger Zucker nu 
als Garungsaktivator und nicht als Garmaterial in Betracht zu ziehen 


Protokoll 1. 
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Radiumgehalt einiger Nahrungsmittel. 


Von 
E. Burkser, M. Schapiro und K. Bronstein. 


(Aus dem ukrainischen Institut fiir Chemie und Radiumforschung zu 
Odessa. ) 


(Eingegangen am 2. Juni 1929.) 


In unserer Mitteilung im Jahre 1926 brachten wir einige Angaben 
iiber den Gehalt an Radium in pflanzlichen Organismen. Er erwies 
sich von der GréBenordnung 10—!*g Radium in 1 g Asche verschiedener 
Pflanzen, und nur fiir die Weinrebe (Vitis Vinifera) aus der Umgebung 
von Berdjansk erreichte der Gehalt an Radium die Gré®enordnung 
10-2 g. Weiterhin interessierten wir uns fir den Radiumgehalt einer 
Reihe tierischer (animalischer) und pflanzlicher Substanzen, welche 
von den Menschen als Nahrungsmittel benutzt werden. 


Die zu untersuchende Substanz wurde sorgfaltig handgerecinigt, 
gewogen, sodann mit destilliertem Wasser gewaschen und in groben 
Porzellanschalen auf dem Wasserbade bei 100° getrocknet. Milch 
wurde in der Porzellanschale zur Trockne eingedampft. Kartoffeln, 
Fisch, Fleisch, Apfel wurden vorher in diinne Scheiben geschnitten. 


Die getrocknete Substanz wurde verbrannt (Kaulképfe, Krebse, 


Fleisch und Weizen) in guBeisernen GefaiBen und (Apfel, Kartoffeln 
und Milch) in Porzellantiegeln. 


Die erhaltene Asche enthielt eine bedeufende Menge Kohle und 
wurde durch Gliihen in groBen Porzellantiegeln endgiiltig verascht. 
Die erhaltene, von Kohlenteilchen befreite Asche wird nun gewogen. 
tine bestimmte Einwage von 20 bis 30g wurde in einem silbernen 
Gefa8 mit Atznatron zusammengeschmolzen. 


Die Schmelze wurde mit Wasser extrahiert, wahrend der unlésliche 
Niederschlag nach dem Auswaschen in Salzsiure gelést wurde. Der 
ungelést gebliebene Teil der Schmelze wurde von neuem mit Atznatron 
zusammengeschmolzen usw. Nach drei bis vier Operationen erhielten 

Biochemische Zeitschrift Band 211. 


22 














324 E. Burkser, M. Schapiro u. K. Bronstein: 


wir zwei Lésungen, in welchen die zu untersuchende Asche restlos 
enthalten war. Das Volumen jeder Lésung iiberstieg nicht 300 ccm 
Die angewandten Reagenzien wurden auf etwaigen Radiumgehalt 
geprift. Die Lésungen wurden in Curiesche GefaiBe eingeschmolzen 
und deren Radiumgehalt nach der Emanation bestimmt. Das Emano- 
meter war mit Hilfe einer von der Deutschen Physikalisch-Technischen 
Reichsanstalt bezogenen Radiumnormallésung geeicht. 


Die Resultate der Messungen sind in der Tabelle angefiihrt. 





Gewicht | ies Die zu den 

der zum Versuch Gehalt Messungen 

Bezeichnung der Substanz benutzten an Asche | gebrauchte 

Substanz | Aschenmenge 

kg %lg 

1. Kartoffelknollen ....... 2 1,00 20,0 
B: Wee SS NESE eG 1,55 1,42 22,0 
NE kbs he a, Bw we he 2 0,38 7,64 
4. Ocheenfleisch. ........ i 2 1,30 25,9 
5. Kaulképfe (Cottus Gobio L.). . || 3 5,00 30,0 
Cees. Sr $% _2 8,45 30,0 
Th ase ek ge 8 5 Liter 0,73 20,0 


auf 100 ccm 





"Radiumgehalt in g 





Bezeichnung der Substanz ee . inder || ; F = 
~ 7 nen = “TSeuns | in 1g Asche | ™ 1g Ausgangs 

1. Kartoffelknollen } "9 0 0 0 
2. Weizensamen . ° 8,2. 10-12 | 0 145.1077 | 2 .10-15 
See eS 0,4 . 10-22 (?) | 0 0,5 .10-* | 0,2 .10-%5 
4. Ochsenfleisch . . . 4,4.10-!2 0 1,7 .107% | 22 .10-% 
5. Kaulképfe coed 8,1. 10-1? 0 2,7 .10-8 | 185 .10-" 

Gobio L.) f 
6, Restos... ...:.. +] 28.10 0 96 .10-% | 811.10-% 
Se Beara 4,7 .10-}2 0 2,4 .10-% | 1,8 .10-% 
auf 1 ccm 


In allen untersuchten Substanzen ist der Radiumgehalt von ein 
und derselben GréBenordnung. Etwas geringer ist er in den Apfeln, 
da aber zum Versuch eine unbedeutende Aschenmenge benutzt worden 
war, so kénnen die Messungen keinen Anspruch auf groBe Genauig- 
keit machen, um so mehr die Resultate innerhalb der Empfindlich- 
keitsgrenzen des Apparates liegen. 


In der Kartoffelasche ist das Vorhandensein von Radium niclit 
nachgewiesen. Beim Umrechnen des Radiumgehalts auf die Ausgangs- 
substanz in deren natiirlichem Zustand erwies sich der Radiumgeha!t 
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iiberall von ein und derselben GréSenordnung, nur etwas erhéht bei 
den Kaulképfen und Krebsen, welche auf Kosten des Skeletts reich an 
Asche sind. 

In den untersuchten Arten lebender Substanz, sowie in Kuhmilch, 
welche von uns zur Nahrung benutzt werden, ist die beobachtete 
Radiumkonzentration gleich derjenigen im Wasser der Ozeane!. 

Méglich, da®B diese Erscheinung eine Folge des Zerstreuungs- 
prozesses von Radium in lebender Materie ist, da letztere nicht geneigt 
ist, das Radium in sich zu konzentricren. 


1 Nach den Angaben von R. J. Strutt, J. Joly, J. Satterly, H. Mache 
und S. J. Lloyd fiir Ozeane und offene Meere von | bis 14. 10-15 g/eem Ra. 














Uber das Vorkommen 
des praformierten Methylguanidins im Muskelgewebe. 


Von 
S. A. Komarow. 


(Aus dem physiologischen Institut der Universitat Riga.) 


(Eingegangen am 4. Mai 1929.) 


Die ersten wie auch die meisten spiteren Angaben iiber das 
Vorkommen des Methylguanidins im Liebigschen Fleischextrakt [Gu- 
lewitsch (1), Kutscher (2)], im lebensfrischen Rindfleisch [Krimberg (3)] 
und im Muskelgewebe verschiedener anderer héherer Tiere und des 
Menschen [Skworzow (4), Smorodinzew (5) u.a.] beruhen bekanntlich 
auf der Tatsache, daf diese Base in ziemlich groBen Mengen bei der 
Fraktionierung des Fleischextraktes nach der sogenannten Silber- 
barytmethode leicht isolierbar ist. Nachdem aber im Jahre 1996 von 
Ewins (6) die Beobachtung veréffentlicht worden war, daB das Kreatin 
durch Silberoxyd zu Methylguanidin sehr leicht oxydierbar ist, wird 
in der Literatur vielfach die Meinung vertreten, daB das Silberbaryt- 
verfahren als Methode zum Nachweis praformierten Methylguanidins 
vollkkommen ungeeignet sei, wonach natiirlich auch den Angaben. 
welche auf der Benutzung dieser Methode basieren, nur noch ,,ein 
geringer Wert‘ beizumessen wire. Seitdem schlieBlich Bawmann und 
Ingvaldsen (7), sowie Greenwald (8) gezeigt hatten, daB die Oxydation 
des Kreatins unter nachfolgender Bildung des Methylguanidins auch 
bei Anwendung des Quecksilberacetats als Fallungsmittel vor sich 
geht, erweist es sich, daB bis jetzt keine einzige Arbeit vorliegt, durch 
welche das Vorhandensein praformierten Methylguanidins im Muskel- 
gewebe unbestreitbar nachgewiesen worden wire, weil in denjenigen 
diesbeziiglichen Untersuchungen, in welchen eine Silberbarytfallung 
vermieden worden war, immerhin eine Fraktionierung mittels Queck 
silberacetat angewandt wurde [Engeland (9)]. Nach den Ergebnissen 








das 


Gu- 
(3)} 
des 

lich 
der 

ber- 
von 
atin 
wird 
ryt- 
dins 
ben, 
ein 
und 
ition 
auch 
sich 
urch 
skel- 
ligen 
lung 
1eck 
issen 





8S. A. Komarow: Vorkommen praformierten Methylguanidins usw. 327 


von Ewins, Bawmann und Ingvaldsen und Greenwald wire somit unter 
den in friiheren Arbeiten angewandten Methoden lediglich diejenige 
Briegers (10) als zur Isolierung des Methylguanidins einigermaBen 
zuverlassig zu betrachten, in dem Sinne, daB in ihr eine sekundire 
Bildung dieses Stoffes aus dem Kreatin nur wenig wahrscheinlich 


_schien, obwohl hier die Sublimatfaillung benutzt wurde, deren An- 


wendung, wie wir es weiter unten sehen werden, auch nicht unbedenklich 
ist. Doch war nach dieser Methode weder Brieger selbst noch seinem 
Schiiler Hoffa (11) die Isolierung des Methylguanidins aus frischem 
Fleische gelungen. Demnach war die ganze Frage nach dem Vorkommen 
praformierten Methylguanidins im Muskelgewebe wenn nicht im 
negativen Sinne entschieden (Brieger, Hoffa), so doch mindestens 
noch vollstandig offenstehend anzusehen, als Greenwald (8) nochmals 
an dieselbe herantrat. Die Ergebnisse seiner Versuche wurden im 
Jahre 1919 in einer Mitteilung unter dem Titel ,, The supposed occurrence 
of methylguanidine in meat, with observation on the oxidation of 
creatine by mercuric acetate‘ veréffentlicht. Es geht bereits aus dieser 
Uberschrift, noch klarer jedoch aus den ersten Zeilen der Arbeit — 

... sufficient evidence has been accumulated to indicate that methyl- 
guanidine is not present in meat, save, possibly, that which has undergone 
very extensive decomposition‘ -—- hervor, daB seine diesbeziiglichen 
Versuche ihm seiner Meinung nach geniigend schwerwiegende Beweise 
geliefert haben, um ein Vorkommen des Methylguanidins im Fleische 
in so entschiedener Form zu verneinen. | 


Wenn eine zum Nachweis eines préformivrten Stoffes dienen sollende 
Methode vor allem :die Mégiichkeit einer kimstlichen Bildung desselben 
ausschlieBen muB, so hat ein Isolierungsverfahren, auf Grund dessen das 
Vorkommen eines solchen Stoffes negiert werden soll, auBerdem noch der 
Mindestforderung zu geniigen, daB durch dasselbe eventuelle Substanz- 
verluste wenn nicht ganzlich vermieden, so doch auf das technisch méglichste 
Minimum beschrankt werden. Unserer Meinung nach entspricht die Methode 
Greenwalds jedoch weder der ersten noch der zweiten dieser Forderungen. 
In der ersten Halfte der zitierten Mitteilung erbringt der Verfasser ge- 
niigende experimentelle Beweise dafiir, daB die Anwendung von Queck- 
silberacetat, falls nach dem Methylguanidin gesucht wird, vollkommen 
unzulassig ist. Diese Einschrankung soll nach Greenwald fiir alle Mercuri- 
salze tiberhaupt gelten: ,,It is clear that precipitation with mercuric salts 
is not suited to the isolation of methylguanidine . . .‘‘. Sonderbarerweise 
empfiehlt aber der Verfasser nach wenigen Zeilen unter anderen Operationen, 
die zur Isolierung des Methylguanidins fiihren sollen, auch die Entfernung 
einer Fraktion vermittelst Fallung mit Sublimatlésung. Obwohl das von 
Greenwald angefiihrte Tatsachenmaterial iiber die Wirkung des Queck- 
silberacetats auf das Kreatin keineswegs die erweiterte SchluBfolgerung 
im Sinne der Unverwertbarkeit bei Isolierung des Methylguanidins jeglicher 
Mercurisalze im allgemeinen berechtigt, ist jedoch auch unserer Meinung 
nach eine gewisse Vorsicht in dieser Beziehung angezeigt, bis betreffende 
Experimente ein entscheidendes Urteil hieriiber gestatten. Andererseits 
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bei einer eingehenderen Durchsicht der von Greenwald vorgeschlagenen, 
Methodik ergibt es sich, da®B in derselben auch ziemlich viele Momente 
gegeben sind, welche gerade zu bedeutenden Verlusten an Methylguanidin 
fiihren miissen. Uber das zur Extraktion des Fleisches angewandte Ver- 
fahren gibt Greenwald iiberhaupt keinerlei genauere Hinweise an, doch ist 
diese Phase der Bearbeitung von gréBter Bedeutung, falls eine Isolierung 
von Extraktivstoffen in chemisch reinem Zustande bezweckt wird. Green- 
wald wendet eine dreimalige Extrahierung mit Wasser unter Erhitzen bis 
zum Kochen an. Nach unseren Erfahrungen, welche mit denen aus dem 
Laboratorium von Gulewitsch iibereinstimmen, liegt dagegen die giinstigste 
Temperatur zur Vornahme von Extrahierungen aus frischem Fleische 
zwischen 70 und 90°, wobei die Extraktionsdauer jedesmal 30 Minuten 
nicht tiberschreiten soll. Wir konnten vielmals feststellen, daB das Kochen 

insbesondere ein laingeres — entschieden ungiinstig auf das Endergebnis 
einwirkt, weil hierbei viel gréBere Mengen von kolloidalen Stoffen in den 
Auszug tibergehen, welche in weiterem die Gewinnung chemisch reine 
Substanzen im héchsten Grade erschweren. Besonders reich an Kolloiden 
sind der zweite und dritte wasserige Extrakt, wenn nicht MaBnahmen zu: 
Erhaltung einer dem isoelektrischen Punkt entsprechenden Reaktion er- 
griffen werden. Bei Greenwald kénnen wir jedoch keinerlei Angaben wede1 
in Betreff der angewandten Extraktionsdauer, noch in Betreff der wahrend 
derselben eingehaltenen Reaktion finden. Auch die von ihm zur 
ersten Reinigung des gewonnenen Extrakts vorgenommene Fiallung mit 
Bleiacetat ist, wie Smorodinzew( 5) beweisen konnte, nicht nur unniitz, sondern 
vermindert sogar merklich die Ausbeute an Extraktivstoffen des Fleisches. 
Dieses ist unserer Ansicht nach durch folgende zwei Umstande zu erklaren: 
erstens absorbiert der Bleiniederschlag selbst groBe Mengen Kristalloide, 
welche danach nur sehr schwer wieder auszuwaschen sind, und zweitens 
besitzt auch das sich bei der Entfernung des Bleies mit Schwefelwasserstoft 
bildende Bleisulfid, wenn auch in geringerem MaBe, die gleiche Fahikeit. 
Ein vollstandiges Auswaschen der erwahnten Niederschlage mit Alkohol 
wire erst dann erzielt, wenn dasselbe in einem Soxhletapparat wahrend 
vieler Stunden — méglicherweise sogar Tage — vorgenommen worden 
wire. Wie diese wichtige Operation von Greenwald ausgefiihrt wurde, auch 
dariiber finden sich keine Hinweise. Weiter verwendet Verfasser zur Fallung 
des Kreatinins eine alkoholische Lésung von Zinkchlorid. Wir befinden uns 
in voller Ubereinstimmung mit Kuen (12), wenn wir die Ansicht vertreten. 
da8& dieses Verfahren nicht zum Ziele fiihrt; in unseren Versuchen gelang 
es uns trotz aller Bemiihungen nicht, das Kreatinin aus alkoholischen 
Lésungen vermittelst Zinkchlorid vollstandig zu entfernen. Das Zink- 
chloridfiltrat wird von Greenwald weiter mit alkoholischer Sublimatlésung 
zum Ausfallen gebracht, der Niederschlag entfernt, aus dem Filtrat Zink 
und Quecksilber mit Schwefelwasserstoff abgesetzt, die entstandenen 
Sulfide abfiltriert und, wie aus dem ganzen Wortlaut folgt, obwohl spezielle 
Angaben in dieser Beziehung leider fehlen, wohl wieder mit Alkohol ge- 
waschen. Augenscheinlich besteht auch hier die Méglichkeit fiir bedeutende 
Verluste an Methylguanidin. Dieses letzte Filtrat wird nun auf ein kleines 
Volumen eingedampft, wobei leider die hierbei eingehaltenen Bedingungen 
ebenfalls nicht bekanntgegeben sind. Man darf wohl annehmen, da8 diese 
Operation unter den gewéhnlichen Bedingungen erfolgt ist. Nach de 
Ausfallung der Schwermetallchloride ist natiirlich in der Lésung ein Uber- 
schuB an Salzséure entstanden und sind somit beim Abdampfen die Extrak- 
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tivstoffe waihrend geraumer Zeit der gemeinsamen Einwirkung der freien 
Salzsdure und des Alkohols unterworfen gewesen. Seinerzeit konnte Krim- 
berg (13) nachweisen, daB gerade unter solchen Bedingungen sich sehr 
leicht kiinstliche Verbindungen aus den praformierten bilden, so z. B. 
Oblitin aus Carnitin. AuBerdem diirften sich hierbei neben dergleichen 
synthetischen Prozessen auch noch andere Vorgange, wie Spaltung, Racemi- 
sierung usw. abspielen. Obwohl iiber das Verhalten des Methylguanidins 
und anderer Guanidinverbindungen! unter den erwahnten Bedingungen 
nichts Bestimmtes bekannt ist, so erscheint es doch kaum zulissig, von 
vornherein anzunehmen, daB eine derartige Operation fiir die genannten 
Stoffe harmlos ist. Wir bleiben im Gegenteil der Ansicht, daB auch in den 
Fallen, wo es sich lediglich um den Nachweis des Methylguanidins handelt, 
eine alkoholische Lésung eines unbekannten Gemisches organischer Stoffe 
bei Anwesenheit freier Mineralséuren (sogar bei Destillation unter ver- 
mindertem Druck) in keinem Falle erwirmt werden darf. Eine der letzten 
Stufen des Greenwaldschen Verfahrens ist eine Fallung mittels Phosphor- 
wolframséure; der Niederschlag soll mit einer Mischung von Phosphor- 
wolframséure und Salzséure ausgewaschen werden. Die genauere Zu- 
sammensetzung dieses Waschmittels wird leider abermals nicht angegeben. 
Wenn auch die Konzentration der Salzséure im gegebenen Falle nicht von 
besonderer Bedeutung ware, so kann demgegeniiber die Menge der zu- 
gesetzten Phosphorwolframsaure fiir den Erfolg der ganzen Untersuchung 
von entscheidendem EinfluB sein. Es ist eine wohlbekannte Tatsache, 
da8 das Phosphorwolframat des Methylguanidins im Uberschu8 der 
Phosphorwolframsaure ziemlich leicht léslich ist. Sollte das von Greenwald 
zum Auswaschen des Phosphorwolframsaéureniederschlags gebrauchte Ge- 
misch eine etwas gréBere Menge Phosphorwolframséure enthalten haben, 
so kénnte hierbei das gesamte im genannten Niederschlag in verhiltnis- 
maBig geringer Menge enthaltene Methylguanidin ausgewaschen werden 
und auf diese Weise dem Untersucher ginzlich entgehen. Es finden sich 
somit in der von’ Greenwald angewandten Methode so vigle Momente, welche 
zu Verlusten an Methylguanidin AnlaB geben, daB8 es ihm nur unter be- 
sonders giinstigen Umstiénden hatte gelingen kénnen, aus dem Fleisch- 
extrakt noch das Methylguanidin zu isolieren ?. 


Es seien mir schlieBlich noch einige Bemerkungen auch zu den von 
Greenwald erzielten Resultaten gestattet. Im ganzen sind von ihm drei 
Versuche angestellt worden. Von diesen Versuchen bezeichnet Greenwald 
selbst nur die zwei ersten als wohlgelungen. Jeder von denselben wurde 
an zwei gleichen Portionen von je 1400g eines und desselben Fleisch- 
stiickes durchgefiihrt. Eine dieser Fleischportionen wurde als solche unter- 
sucht, zu den zwei anderen aber wurde zwecks Kontrolle eine bestimmte 
(unserer Meinung nach viel zu grofbe) Menge Methylguanidinchlorid zu- 
gesetzt. Der Verfasser gibt nun an, da® aus den Kontrollportionen das 
von ihm absichtlich zugefiigte Methylguanidin ,,quantitativ’’ zuriick- 


1 Hier kommen in Betracht das Arginin, Dimethylguanidin, Vitiatin, 
iiber deren Vorkommen im Fleischextrakt von verschiedener Seite berichtet 
worden ist, und méglicherweise auch noch andere verwandte, bis jetzt 
aber nicht isolierte Verbindungen. 

2 Ubrigens gibt Greenwald (14) in einer seiner Mitteilungen selbst an, 
daB die von ihm hier angewandte Methode zur Isolierung geringer Mengen 
hinzugefiigten Methylguanidins aus dem Harn nicht verwertbar ist. 
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gewonnen worden sei. Bei niherer Nachpriifung jedoch stellt es sich heraus, 
da8 im ersten dieser Kontrollversuche (Experiment 6) von den urspriinglich 
hinzugefiigten 0,808 g Methylguanidinchlorid nur 0,621 g, also um 0,187 g 
weniger als hinzugefiigt, zuriickgewonnen werden konnten. Dieses Beispiel 
beweist auf das beste unsere oben geaéuBerte Ansicht, daB die Methode 
Greenwalds zu sehr groBen Verlusten an Methylguanidin fithren mu8. Im 
anderen Kontrollversuch dagegen (Experiment 10) gelang es Greenwald, 
von den hinzugefiigten 0,475 g Methylguanidinchlorid tatsaéchlich 0,517 g 
aus dem von ihm isolierten Rohpikrat als Basenchloride zuriickzugewinnen. 
Ubrigens mu8B bemerkt werden, daB dieses Pikrat kein reines Methy!- 
guanidinpikrat gewesen sein kann, weil man in solechem Falle aus dem- 
selben 0,490 g Methylguanidinchlorid erhalten miiBte. Aus den Haupt- 
portionen des Fleisches dieser zwei ersten Versuche konnte der Verfasser 
nur ganz geringe Mengen (0,005 g, Experiment 5, bzw. 0,015g, Experiment 7) 
eines Pikrats isolieren, in welchem also das ganze in den untersuchten 
1400 g Fleisch vorhandene Methylguanidin enthalten sein miiBte. Natiirlich 
ware es sehr schwer, derart winzige Pikratmengen zu reinigen und zu 
identifizieren. Der Verfasser halt es aber fiir zulassig, mit diesen, wenn 
auch kleinen Substanzmengen iiberhaupt gar nicht zu rechnen. Seinen 
dritten Versuch betrachtet Greenwald als bedeutend weniger zufrieden- 
stellend und fiihrt dessen Ergebnisse auf méglicherweise fehlerhafte Technik 
zuriick. Gerade in diesem Versuche aber wurden vom Verfasser aus allen 
drei Fleischportionen, an welchen derselbe durchgefiihrt worden war, 
Pikrate in bedeutenden Mengen erhalten. Aus der ersten 1400 g wiegenden 
Fleischportion (Experiment 11) wurden namlich 0,6445g Pikrat, aus der 
zweiten Fleischportion (ebenfalls 1400 g), zu welcher tibrigens 1 g Kreatinin 
hinzugefiigt worden war, fast dieselbe Pikratmenge, und zwar 0,6545 g, 
gewonnen (Experiment 12). Zieht man hierbei in Betracht, da®B die in 
beiden Fallen isolierten Pikrate auch denselben Fp. 190° zeigten, so ist 
das eine derart weitgehendc Ubereinstimmung, daB diese Experimente 
als; geradezu glinzend gelurigen anzusehen waren. Beziiglich des im 
Experiment 12 isolierten Pikrats fiihrt der Verfasser lediglich Fp. 190° an. 
Das im Experiment 11 gewonnene Pikrat analysiert nun Greenwald als 
solches, ohne jegliche weitere Reinigung bzw. Fraktionierung (zum mindesten 
wird hieriiber nichts erwahnt), obwohl der von ihm ermittelte Wert fiir 
Fp. 190° keinem hierbei in Frage kommenden Pikrat auch nur einiger- 
maBen nahekommt!. Es wurden naémlich im genannten Pikrat nach Zer- 
legung desselben gewichtsanalytisch der Pikrinséuregehalt und der Basen- 
anteil, sowie auch Basenstickstoff bestimmt, und weil hierbei Werte resul- 
tierten, welche von den fiir das Methylguanidinpikrat berechneten ab- 
weichen, so zog Greenwald hieraus die véllig richtige SchluBfolgerung, dal 
das von ihm analysierte Pikrat kein chemisch reines Methylguanidinpikrat 
war, woriiber, scheint es uns, auch ohne dies kein Zweifel bestehen sollte. 
Durch erneute Ausfallung der nach der Analyse verbliebenen Basenchloride 
mit pikrinsaurem Natron erhielt Greenwald ein neues Pikrat, an welchem - 


1 Am niachsten liegt dieser Fp. 190° jedoch demjenigen von Methy!- 
guanidin. Es sei hier erwahnt, daB einige von Smorodinzew (5) untersuchte 
Pikrate, welche aus den bereits ziemlich weit gereinigten und wohl 
identifizierten Methylguanidinnitraten dargestellt worden waren, ohne 
weitere Reinigung fiir Fp.-Werte 180 bis 185° lieferten und nur wiederholt 
umkristallisiert den richtigen Wert 201,5° ergaben. 
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a. augenscheinlich ebenfalls ohne irgendwelche Reinigung — Fp. 205° er- 
os ‘ mittelt wurde. Verglichen mit dem Schmelzpunkt fiir das Methylguanidin- 
8 yikrat, welches nach Angaben von Gulewitsch genau 201,5° betragt, haben 
spiel I e 
‘I le wir hier einen Unterschied von nur 3,5°. Zieht man nun in Betracht, daB 
: ' ,das reinste Methylguanidinpikrat“, welches jemals von Greenwald erhalten 
ry werden konnte, in seinen Versuchen den Schmelzpunkt 198° zeigte, der 
“ne ‘ sich also genau um dieselbe GréBe, nimlich 3,5°, obwohl in anderer Richtung, 
ides vom wahren Schmelzpunkt unterschied, so laBt sich der Gedanke nur 
nen P 
h it schwer von der Hand weisen, daB dem Verfasser im gegebenen Falle tat- 
‘el c sichlich ein verunreinigtes Methylguanidinpikrat vorgelegen hat. 
l- 
upt- Der dritten 750g wiegenden Fleischportion dieses letzten Versuchs 
weer (Experiment 13) waren 0,095 g salzsaures Methylguanidin hinzugefiigt 
at 7) worden, wonach 0,0966 g Pikrat vom Fp. 205° gewonnen wurden. Auch 
wo dieses Pikrat wurde ohne jegliche Reinigung analysiert. Aus den hierbei 
Binh erzielten Analysenergebnissen folgt, daB es diesmal dem Verfasser ganzlich 
— miBlungen war, das dem Fleischextrakt zugesetzte Methylguanidin im 
venn analysierten Pikrat nachzuweisen, obwohl die Menge des hinzugefiigten 
Lue Methylguanidinchlorids — 0,095 g — als eine immerhin sehr bedeutende 
ion. und unter Anwendung anderer Methodik durchaus isolierbare anzusehen ist. 
hnik Auf Grund eines derartigen Tatsachenmaterials glaubt nun Greenwald 
allen zu folgender SchluBfolgerung kommen zu kénnen: ,,However it is believed 
war, that sufficient evidence has been presented to demonstrate that methyl- 
aden guanidine is not present in meat that is in a fair state of preservation“. 
der Es muB8 schlieBlich darauf hingewiesen werden, daB nach Greenwald als 
tinin »meat that is in a fair state of preservation’: Fleisch angesehen werden soll, 
15 g, welches wahrend 3 bis 4Tagen bei Zimmertemperatur aufbewahrt 
e in worden war. 
Nach einer naheren Durchsicht der zitierten Arbeit Greenwalds 
ion miissen wir zu der SchluBfolgerung kommen, daB weder die ungeeignete 
» an. Beschaffenheit des vom Verfasser untersuchten Fleisches, noch die 
t als zur Isolierung des Methylguanidins angewandte unzuverlissige Me- 
— thodik, noch endlich die unzweckmaBig durchgefiihrte Analyse der 
iger- aus dem Fleische in allen Versuchen erhaltenen Pikrate die von Green- 
Zer- wald geiuBerte Behauptung, daB das Methylguanidin in ganz frischem 
sen - Fleische nicht vorhanden sei, irgendwie begriinden lassen. 
wa In einer Reihe von Publikationen, welche aus hiesigem Institut 
daB und friiher aus dem Charkower Laboratorium Krimbergs veréffentlicht 
ikrat worden waren (15), wurde iiber vielseitige und stark ausgeprigte physio- 
et logische Aktivitét des Methylguanidins berichtet. Fiir die Deutung 
a dieser Beobachtungen ist natiirlich die Frage nach dem Vorkommen 
des praiformierten Methylguanidins im Muskelgewebe von iiberaus 
groBer prinzipieller Wichtigkeit. So habe ich mich denn auf Ver- 
wd l- anlassung von Herrn Professor R. Krimberg, Leiter des Instituts, mit 
chte Rae ee . " 
ae ohl groBer Bereitwilligkeit an die Aufgabe gemacht, nochmals den Versuch 
ohne vorzunehmen, das Methylguanidin aus lebensfrischen Muskeln zu 
rholt isolieren, ohne dabei das Silberbarytverfahren zu benutzen oder Mer- 


curisalze bzw. Salze anderer Schwermetalle in Anwendung zu bringen. 
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Versuch 1. 


Eine halbe Stunde nach dem Schlachten des Tieres, einer wohl- 
genibhrten Kuh, wurde ein Schulterstiick derselben dem Laboratorium 
zugestellt. Nach Mafgabe der fortschreitenden méglichst sorgfaltigen 
Ablésung des reinen Fleisches von den Sehnen und Faszien, wobei die 
Muskeln noch nicht nur lebenswarm waren, sondern unter dem Messer 
sogar Zuckungen zeigten, wurden die Fleischstiicke durch eine Hack- 
maschine gelassen und nach dem Abwiegen fortlaufend in einen 
emaillierten Kessel mit 10 Liter auf 90° vorgewarmten destillierten 
Wassers getan. Auf diese Weise wurde erreicht, daB nach Ablauf 
einer weiteren halben Stunde, also eine Stunde nach eingetretenem 
Tode des Tieres, sich alles Fleisch im Gewicht von 5 kg im Extraktions- 
kessel befand, wobei die Wassertemperatur auf 70° gesunken war. 
Die Extraktion wurde dann bei 70 bis 80° noch im Laufe von 15 Minuten 
fortgesetzt, der gewonnene Extrakt durch Marli schnell abfiltriert, 
der Riickstand abgepreBt und einer nochmaligen zweiten und dritten 
Extraktion mit je 6 Liter Wasser waihrend je 30 Minuten bei 70 bis 80° 
unterworfen. 

Da wahrend der Extrahierung die Reaktion der Fliissigkeit eine 
schwach alkalische war, so wurde wahrend jeder von den drei Extrak- 
tionen 30°, Essigsaure bis zur schwach sauren Reaktion auf Lackmus 
hinzugefiigt. 

Jeder Auszug wurde einzeln auf'dem Wasserbade bei 60 bis 70° 
in einer Abdampischale auf etwa 1% Liter eingedampft, wobei sich 
noch eine gewisse Menge EiweiB abschied. Darauf wurden alle drei 
Ausziige durch ein und dieselbe Nutsche filtriert, der EiweiBniederschlag 
mit heiBem Wasser ausgewaschen und der gesamte Extrakt auf etwa 
2 Liter eingeengt. Nach dem Erkalten wurde der Hauptteil der Basen 
mit Phosphorwolframsaure ausgefallt, die Fliissigkeit danach mit 
50%, Schwefelsiure bis zu 3°, Gehalt an derselben versetzt und die 
Fallung bis zu dem Punkte fortgesetzt, wo eine 1°ige Phosphor- 
wolframsaurelésung keine weitere Fallung mehr bewirkte. 

Nach etwa 20stiindigem Stehen im Eisschrank wurde der Nieder- 
schlag abgenutscht und fiinfmal mit je etwa einem halben Liter 5 °,,iger 
Schwefelsiure gewaschen. Die Phosphorwolframate wurden in der 
Kalte mit Bariumhydroxyd zerlegt, das vermittelst Schwefelsdure 
und CO, schnell vom Barytiiberschu8 befreite Filtrat mit Salzsaure 
bis zur deutlich sauren Reaktion auf Lackmus, jedoch negativen auf 
Kongo gebracht, dann anfangs auf dem Wasserbad bei 60 bis 70° und 
schlieBlich im Vakuum bis zur Sirupkonsistenz eingeengt. Der Sirup 
wurde durch dreimaliges Ausdampfen mit Alkohol im Vakuum méglichst 
vom Wasser befreit und schlieBlich in demselben Kolben auf kochendem 
Wasserbad unter Anwendung eines RiickfluSkihlers fiinfmal mit je 
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etwa 3, Liter 96°,igem Alkohol jeweils 10 bis 12 Stunden extrahiert. 
Von den vereinigten alkoholischen Ausziigen wurde der Alkohol ab- 
destilliert und aus dem Riickstand durch wiederholte Behandlung 
mit absolutem Alkohol die in heiBem absoluten Alkohol leicht lésbare 
Fraktion dargestellt. Nun wurde ein Versuch vorgenommen, das 
Kreatinin nach dem Vorschlag von Greenwald mittels Zinkchlorid aus 
der alkoholischen Basenchloridlésung zu entfernen: der 50 ccm um- 
fassende absolutalkoholische Extrakt wurde mit etwa 2,5 ccm einer 
gesittigten alkoholischen Lésung von Zinkchlorid ausgefillt. Nach 
24stiindigem Stehen im Eisschrank wurde der Niederschlag abfiltriert 
und, nachdem eine erneute Zugabe des Reagens auch nach 24stiindigem 
Stehen im Eisschrank. keine weitere Niederschlagsbildung bewirkt 
hatte, wurde der Alkohol aus dem Filtrat entfernt und die waisserige 
Lésung durch Schwefelwasserstoff.vom Zink befreit; die dabei ent- 
standene tiberschiissige Salzsiure mittels Natriumcarbonat neutralisiert 
und die Lésung auf Vorhandensein von Kreatinin gepriift, wobei alle 
Reaktionen stark positiv ausfielen. Danach wurde die Lésung auf 
etwa 20 ccm eingeengt und unter Einhaltung einer neutralen Reaktion 
durch Zugabe von NaOH mit pikrinsaurem Natrium ausgefallt. Der 
erhaltene ziemlich reichliche Niederschlag wurde abfiltriert und durch 
wiederholte fraktionierte Kristallisation in einzelne Fraktionen zerlegt. 
Die Schmelzpunktbestimraung ergab fiir die Pikrate der ersten drei 
Fraktionen zwischen 211 und 213° liegende Werte, welche somit den- 
jenigen fiir das Kreatininprikat gut entsprachen. Demnach wurden 
diese Fraktionen, welche insgesamt 2,004 g wogen, keiner weiteren 
Analyse unterworfen. Aus der nach Abtrennung der ersten drei Pikrat- 
fraktionen hinterbliebenen Mutterlauge wurde eine vierte Fraktion 
gewonnen, in welcher zweierlei Kristallformen vertreten waren; der 
iiberwiegende Teil der Kristalle bestand aus orangefarbenen, ziemlich 
kurzen viereckigen Tafeln; neben denselben waren in einer weit ge- 
ringeren Menge auch zitronengelbe, lange und sehr schmale Kristalle 
zu sehen, welche zu nadeln- und federfahnenartigen Aggregaten ver- 
einigt waren. Bei mikroskopischer Untersuchung zeigten beide Kristall- 
formen deutlichen Pleochroismus. Somit zeigte diese Pikratfraktion, 
wenigstens was die Eigenschaften der Kristalle anbelangt, alle dem 
Methylguanidinpikrat eigentiimlichen Merkmale. Scharf abgesaugt, 
tropfenweise mit sehr wenig kaltem Wasser, Alkohol und etwa 5 ccm 
Ather ausgewaschen und im Vakuumexsikkator iiber Schwefelsiure 
und Natronkalk getrocknet, wog diese Fraktion 0,1683 g. Nach zwei- 
maligem Umkristallisieren wurden etwa 0,07 g eines als ziemlich rein 
anzusprechenden Pikrats erhalten, welches diesmal hauptsachlich 
aus hellgelben langen, schmalen, des 6fteren abermals zu federfahnen- 
artigen Aggregaten vereinigten Nadeln bestand. Im Vakuumexsikkator 
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getrocknet, schmolz die Substanz im Kapillarrohr nicht ganz scharf 
zwischen 200 und 201° zu einer braungelben Fliissigkeit, welche beim 
Erkalten wiederum kristallinisch erstarrte. Somit ergab die Schmelz- 
punktbestimmung Werte, welche dem Schmelzpunkt des Methyl. 
guanidinpikrats (201,5°) fast genau entsprechen. Zur weiteren 
Identifizierung des Praparats wurde ein Versuch gemacht, den Stickstoff- 
gehalt nach Dumas zu ermitteln. 


0,0679 g Substanz gaben 15,3ccm N (18°, 851 mm). 
C,H,N, .C,H,N,0,. Ber.: 27,9% N. 
(302,18) Gef.: 25,6% N. 

Der gefundene Stickstoffgehalt ist somit um 2,3°%, niedriger als 
der fiir das Methylguanidinpikrat berechnete. Wir sind geneigt, diese 
Abweichung durch die nicht véllig gelungene Reinigung dieses Pikrats 
zu erklaren, deren EinfluB auf das Endergebnis der Analyse durch die 
geringe Menge der analysierten Substanz noch bedeutend erhéht worden 
war. Ubrigens kann man aus der nachstehenden Tabelle, die der Arbeit 
Kuens (12) entnommen ist, ersehen, daB manche Autoren, welche aus 
dem Tetanieharn gewonnene Pikrate von Guanidinstoffen analysiert 
haben, um + 2,2, + 2,9, — 2,5°%, von den berechneten abweichende 
Stickstoffwerte angeben und dennoch derartige Analysenergebnisse 
fiir beweiskraftig halten. 





























Tabelle A 
fee afer °F Fp. | Stickstoff 
ce 2 ee PRES RO SOR: 
Co a AEE ae ae oa ae ae are 212—213 24,57 
Methylguanidinpikrat .......... 201,5 27,9 
aa'-Dimethylguanidinpikrat. ....... 225 26,5 
I ce wo Woes e-news 318—323 29,17 
Tabelle B. 
Fp. Stickstoff 
°C Fy 
1. Pikrat aus Tetanieham' ....... | 227 28,7 
, TR A " iy i eal i 227 29,4 
ee * fi Fal re aaa yak oe 226 24,0 
ee a " Ry aw hewn | 222—232 27,28 
Bess > ‘ e:  .gtaclelec a vee. ee 27,58 


Die nach dem Umkristallisieren noch verbliebenen Reste dieser 
letzten Pikratfraktion wurden spater mittels 5°,iger Schwefelsaure 


1 Findlay-Sharpe, Quart. Journ. of Med. 18, 433, 1920. 
2 Nattras-Sharpe, British Med. Journ. 2, 238, 1921. 
8 J. Kiihnau, Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. 110, 76, 1925. 
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zerlegt, nach Ausatherung der Pikrinsiure durch Bariumcarbonat 
von Schwefelsaure befreit, getrocknet, mit absolutem Alkohol extrahiert, 
aus dem Extrakt Alkohol durch Wasser verdringt, die wiasserige 
Lésung mit verdiinnter Salzsiure bis zur schwach positiven Reaktion 
auf Kongo versetzt und endlich qualitative Reaktionen auf Kreatinin 
und Guanidine angestellt. 


1. Die Weylsche Reaktion fiel in einer Verdiinnung von 1 : 50 
negativ aus. 


2. Die Nitroprussidreaktion auf Guanidine ergab noch in einer 
Verdiinnung von | : 200 ein deutlich positives Resultat. 


3. Die Reaktion von Sakaguchi ergab ebenfalls ein deutlich positives 
Resultat in einer Verdiinnung | : 10000. 


Alle oben angefiihrten Analysenergebnisse bieten somit géniigend 
Stiitzpunkte, um zu der Behauptung gelangen zu kénnen, daB das 
analysierte Pikrat tatsichlich ein Methylguanidinpikrat war. 


AuBer den soeben beschriebenen Pikraten ist es uns bei diesem 
Versuch | nicht gelungen, in der im absoluten Alkohol leicht léslichen 
Fraktion der aus dem Fleischextrakt gewonnenen Basenchloride 
weder irgendwelche andere gut identifizierbare Pikrate noch Pikro- 
lonate zu isolieren. 


Obwohl in diesem ersten orientierenden Versuch der Hauptzweck 
desselben, namlich der Nachweis des praformierten Methylguanidins 
im Muskelextrakt prinzipiell erfiillt war, lieBen sich im Verlauf desselben 
jedoch einige Nachteile in der angewandten Methode feststellen, welche 
die Ausbeute an Methylguanidin entschieden ungiinstig beeinflussen 
muBten!. So haben wir uns entschlossen, in der Hoffnung auf bessere 
Ausbeute an Methylguanidin noch weitere Versuche unter Anwendung 
anderer, verbesserter Methoden anzustellen. 


Im Jahre 1927 wurde in dieser Zeitschrift die in methodischer Hinsicht 
sehr interessante Arbeit Kuens (12) veréffentlicht, in der insbesondere die 
Verwendbarkeit der Pikrolonséure in Form von Natriumpikrolonat zur 
Isolierung der Guanidine hervorgehoben wurde. AuBerdem konnte Kuen 
nachweisen, daB die Proteinreaktion von Sakaguchi ebenfalls als auBerst 
empfindliche Reaktion auf Mono- und Dimethylguanidin angesehen werden 
darf. Kuen baute dieselbe sogar zur quantitativen kolorimetrischen Be- 
stimmung der methylierten Guanidine aus. Leider wird der Wert dieser 
Reaktion fiir dén Nachweis von methylierten Guanidinen wesentlich dadurch 


1 Insbesondere aber befriedigte uns das angewandte Verfahren keines- 
wegs, als die aus dem Phosphorwolframniederschlag gewonnenen alkohol- 
léslichen Basenchloride méglichst vollisténdig extrahiert werden muBten, 
weil sogar noch der fiinfte der oben beschriebenen alkoholischen Ausziige 
sehr stark gefarbt war. 
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herabgemindert, daB sie ebensogut wie mit Mono- und Dimethylguanidin 
auch mit Arginin und einer ganzen Reihe anderer, den Kern 
YN Hy 
C=NH 
‘NH. Fettsaure 
enthaltender Stoffe positive Resultate ergibt. 

Auch die sogenannte Nitroprussidreaktion, welche von Tiegs (16) 
bereits etwas friiher fiir den Nachweis der Guanidine ausgearbeitet wurde, 
sieht Kuen als zu diesem Zweck verwendbar an. Es muB hier iibrigens 
erwahnt werden, daB weder Kuen mit Hilfe der Pikrolonsaéurefallung und 
dieser beiden Farbreaktionen im Harn, noch Tiegs mittels der Nitroprussid- 
reaktion im Muskelextrakt die Guanidine aufzufinden imstande waren. 


Es war fiir uns von begreiflichem Interesse, den Ausfall der beiden 
erwihnten Reaktionen in Ausziigen aus dem Muskelgewebe nachzu- 
priifen. Bereits wahrend der ersten orientierenden Versuche stellite 
es sich heraus, daB in der nach Zerlegung des PWS-Niederschlages 
resultierenden Basenfraktion die Reaktion nach Sakaguchi! durchweg 
positiv ausfiel, die Nitroprussidreaktion dagegen in der Regel negativ. 
Bei der Ausdeutung dieser Reaktionsergebnisse muB man in Erwagung 
ziehen, da unter den durch die Phosphorwolframsaure ausfallbaren 
Bestandteilen des Muskelextraktes auch das Arginin vorkommt, 
welches wir aus der Basenfraktion des Fleischextraktes als Pikrolonat 
isolieren konnten, woriiber Niaheres weiter unten mitgeteilt wird. 
Demnach ist dem positiven Ausfall der Reaktion von Sakaguchi nur 
eine geringe Beweiskraft im Sinne eines Nachweises der methylierten 
Guanidine im Muskelextrakt zuzusprechen. Um so ratselhafter erschien 
nun die Tatsache, daB die Fraktionen, bei denen die Reaktion von 
Sakaguchi positiv war, in der Regel einen negativen Ausfall der Nitro- 
prussidreaktion zeigten. Zieht man in Betracht, da8 fiir reine Lésungen 
von methylierten Guanidinen und von Arginin beide Reaktionen, 
obwohl in der Empfindlichkeit stark differierend, gleich charakteristisch 
sein sollen, so liegt der Gedanke nahe, daB bei komplizierteren Ge- 
mischen die Nitroprussidreaktion weniger zuverlassig ist. Eine Reihe 
spezieller, von uns angestellter Versuche sollte zur Ausdeutung der- 
artiger negativer Ergebnisse der Nitroprussidreaktion beitragen. Es 
stellte sich dabei heraus, da8 in der Tat reine Lésungen von Guanidinen, 
speziell von Methylguanidin, in den entsprechenden Verdiinnungen 


1 Die Reaktion von Sakaguchi wurde von uns stets genau auf die 
gleiche Weise ausgefiihrt, wie in der zitierten Arbeit Kuens beschrieben 
(10 cem der zu untersuchenden Lésung + leem 10%iger NaOH + 0,4cecm 
1%iger Lésung von a-Naphthol in 70%igem Alkohol + 0,2cem der nach 
Graebe dargestellten Natriumhypochloritlésung). Beurteilung der Reaktion 
nach Ablauf von 5 Minuten, wobei dieselbe als positiv bezeichnet wurde, 
wenn auch eine nur sehr schwache Rosafairbung feststellbar war. 
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ganz genau den gleichen Verlauf der Reaktion zeigten, wie es Tiegs 
und Kuen beschrieben haben. Im Falle sich jedoch in den zu unter- 
suchenden Lésungen neben dem Methylguanidin noch andere Stoffe, 
insbesondere das Kreatinin befinden, so nimmt die Reaktion unter 
Umstanden einen vollstandig abweichenden Verlauf. Zur Illustration 
gestatten wir uns hier die Ergebnisse zweier solcher Versuche kurz zu 
beschreiben, in denen der Ablauf der Reaktion in Gemischen von 
Methylguanidin und Kreatinin in verschiedenen Konzentrationen 
verfolgt wurde. 


In der Literatur vermochten wir leider keine bestimmten Angaben 
iiber die Ausfiihrungsweise dieser Reaktion zu finden. Diesbeziigliche 
Hinweise Kuens lauten bloB: ,,Man stellt die Weylsche Reaktion wie ge- 
wohnlich an, wobei sofort (falls Kreatinin neben Guanidinen in der zu 
untersuchenden Lésung vorhanden ist) die intensive Rétung des Kreatinins 
auftritt; nach kurzer Zeit verblaBt dann die Farbung und die schwichere 
Farbe des Guanidins bleibt zuriick, welche nun im Laufe mehrerer Stunden 
immer dunkler wird.‘‘ Leider war uns die Originalarbeit von Tiegs nicht 
zuginglich. Nach einem Referat von K. Felix (16) soll die Reaktion 
folgenderma8Ben ausgefiihrt werden. ,,Die zu priifende Lésung wird n/30 
alkalisch gemacht. Zu etwa 10 ccm derselben werden 5 Tropfen des Reagens 
zugesetzt... Zur Bereitung des Reagens wird eine ,maBig konzentrierte‘ 
Lésung von Nitroprussidnatrium in diinner Schicht dem Sonnenlicht 
ausgesetzt.‘ 


In den nachstehend zu beschreibenden Versuchen fiihrten wir die 
Nitroprussidreaktion auf die Weise aus, daB 2 ccm der zu untersuchenden 
Fliissigkeit mit 1,0 cem 10% iger NaOH und 0,5 cem 5%iger Nitroprussid- 
natriumlésung versetzt wurden. In einem dieser Versuche wurde der 
Ablauf der Nitroprussidreaktion in denjenigen Lésungen. verfolgt, welche 
neben gleichbleibenden Mengen Kreatinin (0,01 g) absteigende Mengen 
von salpetersaurem Methylguanidin (0,01 g bis 4/,99 g) enthielten. Hierbei 
erwies es sich, daB eine %%ige Lésung von reinem Methylguanidinnitrat 
sehr schnell eine positive Reaktion — intensive charakteristische braunrote 
Farbung — gab. In denjenigen Lésungen aber, welche auch das Kreatinin 
enthielten, trat sofort die intensive Kreatininrétung auf, nach Verblassen 
derer sich in allen Eprouvetten eine gelbe Farbung einstellte und wahrend 
etwa 2 Tagen unverandert blieb. Erst nach 48 Stunden kam in dem 
Reagenzglas, welches mit je leem 1% igen Methylguanidinnitrats und 
1%iger Kreatininlésung beschickt worden war, eine leichte Orangeténung 
zam Vorschein. Wahrend weiterer 5 Tage konnte man keine Verainderungen 
mehr wahrnehmen. Somit lassen sich bei derartiger Ausfiihrung der Nitro- 
prussidreaktion nur 0,01 g Methylguanidin neben 0,01 g Kreatinin auf- 
finden, waihrend der Ausschlag der Reaktion bei geringeren Mengen des 
Methylguanidins — von 1/99 g bis 4/199 g des salpetersauren Salzes —, 
welche jedoch an sich in gegebenem Falle als sehr groB anzusprechen sind, 
negativ wird. In demselben Versuch wurde eine andere Reihe von Eprou- 
vetten mit weit geringer konzentrierten Lésungen von salpetersaurem 
Methylguanidin (von 1/999 bis 1/;¢999) und einer */,999 Kreatininlésung 
beschickt. In derartigen Gemischen zeigte sich eine bedeutend stirkere 
Tendenz zu positivem Reaktionsausfall. So trat Orangefarbung bei der 
in dieser Reihe entsprechend héchsten Konzentration von Methylguanidin- 
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nitrat ("/,999) bereits nach 6 Stunden auf. Nach Ablauf von 7 Tagen war 
der positive Ausschlag der Reaktion auch in allen anderen Eprouvetten 
festzustellen. Aus diesem Versuchsergebnis kénnte man, scheint es uns, 
folgende SchluBfolgerung ziehen. Jedenfalls steht das Auftreten der fiir 
das Kreatinin und das Methylguanidin charakteristischen kirschroten 
bzw. braunroten Farbung mit der Bildung zweier verschiedener Farbstoffe 
bei der Umsetzung der betreffenden Substanz mit dem Nitroprussidnatrium- 
reagens in Zusammenhang, wobei, wenn man den Zeitpunkt des Auftretens 
der entsprechenden Farbung in Betracht zieht, anzunehmen ist, daB die 
Affinitét des Kreatinins zu diesem Reagens eine weitaus starkere ist als 
diejenige des Methylguanidins. In den Fallen also, wo beide Stoffe in 
relativ gréBeren Konzentrationen in der Lésung vorhanden sind, wird 
bei ungeniigendem Reagenzzusatz das Nitroprussidnatrium zum gréBten 
Teile, wenn nicht ganzlich, fiir die Weylsche Reaktion verbraucht, und die 
Reaktion auf Methylguanidin fallt negativ aus. 

Der Beleg hierfiir lie8 sich in demselben Versuch finden. Als nach 
Ablauf von 14 Tagen festgestellt worden war, daB die aufgetretene Reaktion 
sich seit dem siebenten Tage unverandert erhalten hatte, wurde jedem 
Probierglas nochmals 0,5 cem 5%ige Nitroprussidnatriumlésung zugefiigt, 
wonach in allen Fallen eine stark positive Reaktion auftrat, mit Ausnahme 
der dritten Eprouvette, wo trotz der relativ hohen (1 : 200) Methylguanidin- 
konzentration das Resultat jedoch unentschieden blieb und sich nur eine 
sehr geringe zweifelhafte Braunrotténung zeigte. Ein anderes Mal wurde 
versucht, festzustellen, in welchen minimalen Mengen _hinzugefiigtes 
Kreatinin den Ausfall der Nitroprussidreaktion auf Methylguanidin zu 
beeintrachtigen imstande ist. Hierbei erwies es sich, daB bereits eine Zugabe 
des gleichen Volumens einer !/,%igen Kreatininlésung zu einer 1 %igen 
Methylguanidinnitratlésung das Resultat der Reaktion zu einem un- 
entschiedenen macht, waihrend die Zugabe */,9, Kreatininlésung zu ?/;9, 
Methylguanidinnitratlésung die Intensivitét der Reaktion bedeutend 
abschwacht. Dabei 14Bt eine Zugabe von 0,5cem 5%iger Nitroprussid- 
natriumlésung die Reaktion in allen Eprouvetten wiederum stark positiv 
werden. 

Auf Grund dieser und noch anderer Beobachtungen sind wir zu 
folgender Ausfiihrungsweise der Nitroprussidreaktion gelangt, welche 
von uns in allen Fallen, wo es sich um den Nachweis von Methylguanidin 
in komplizierteren organischen Gemischen handelte, angewandt wurde. 
Da es bequemer ist, bei Konstanthaltung der Reagenzmenge durch 
Herstellen entsprechender Verdiinnungsreihen aus der zu untersuchenden 
Lésung ein fiir den Ablauf der Reaktion giinstiges Mengenverhiltnis 
der reagierenden Komponenten herzustellen, so haben wir aus den zu 
untersuchenden Fraktionen entsprechende Verdiinnungsreihen, am 
haufigsten 1/199, ‘/eoo */s499 USW-, ndtigenfalls auch engere, mit 
Wasser angesetzt und zu je 2ccm einer derartigen Lésung je 1 ccm 
10% iger NaOH und 0,5ccm jedesmal frisch zubereitete 10°, ige 
Nitroprussidnatriumlésung hinzugefiigt. Tritt im Verlauf von 7, even- 
tuell 14 Tagen keine charakteristische Braunrotfarbung auf, so wird 
abermals die gleiche Nitroprussidnatriummenge zugegeben und, wenn 
die Weylsche Reaktion hierbei negativ ausfallt, wird erst nach Ablauf 
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von weiteren 14 Tagen das Reaktionsergebnis endgiiltig beurteilt. 
Fallt dagegen die Weylsche Reaktion auch nach der zweiten Zugabe 
des Reagens positiv aus, so mu8 man versuchen, das Kreatinin aus 
der zu priifenden Fraktion irgendwie zu entfernen und erst danach 
die Nitroprussidreaktion von neuem vornehmen. Es muB hierbei jedoch 
bemerkt werden, daB bei komplizierteren organischen Gemischen, 
wenn die Reaktion immerhin als eine positive anzusprechen ist, die 
Reinheit der erzielten Farbung des éfteren in so hohem Grade beein- 
trachtigt wird, daB in jedem gegebenen Falle das Urteil iiber An- bzw. 
Abwesenheit einer charakteristischen braunroten bzw. orangen Ténung 
durchaus nicht leicht erscheint. Allerdings kann nach unseren Er- 
fahrungen ein negativer Ausfall der Nitroprussidreaktion in solch kompli- 
zierten Gemischen, wie es sogar die einzelnen aus dem Muskelextrakt 
isolierten Grundfraktionen darstellen, nicht als Beweis fiir das Fehlen 
von Guanidinen in der betreffenden Fraktion angesehen werden. 


Wir gehen nun zu den zwei weiteren Versuchen iiber, in denen 
es uns gelang, ohne Anwendung weder von Silberoxyd noch von Queck- 
silbersalzen verhaltnismaBig groBe Mengen Methylguanidin aus lebens- 
frischen Muskeln zu isolieren. 


Versuch 2. 


Als Ausgangsmaterial fiir diesen Versuch wurden 7,4 kg lebens- 
frischen Ochsenfleischs verwandt. Die Gewinnung des wiisserigen 
Extraktes, die Ausfallung desselben mittels Phosphorwolframsiure, 
wie auch die Isolierung der freien Basen aus den Phosphorwolframaten 
wurde unter denselben Bedingungen wie im Versuch | durchgefiihrt. 
Die Basenlésung wurde mit Salzsdiure bis zu deutlich saurer Reaktion 
auf Lackmus, aber negativer auf Kongo versetzt und am Wasserbade 
zu diinnem Sirup eingeengt; dann wurde reichlich Kieselgur zugefiigt 
und die letzten Wasserreste durch wiederholtes Abdampfen mit -Alkohol 
verdrangt. Die praktisch wasserfreie Masse wurde zu einem Pulver 
zerrieben, in zwei Extraktionshiilsen iibergefiihrt und im Soxhlet 
ungefahr eine Woche lang ununterbrochen mit absolutem Alkohol 
extrahiert, wobei der Alkohol viermal, nimlich am 2., 3., 4. und 6. Tage 
durch frischen ersetzt wurde. Es mu bemerkt werden, da8 auch der 
letzte am 8. Tage entnommene Extrakt immerhin noch, wenn auch 
nur auBerst leicht, gefarbt war.. 


Der nach Beendigung der Extraktion in den Extraktionshiilsen 
verbliebene Riickstand, welcher also die in absolutem Alkohol praktisch 
unléslichen Extraktivstoffe enthielt, wurde nach Abdampfen des Alkohols 
mit Wasser bearbeitet, filtriert, mit heiBem Wasser ausgewaschen, 
das Filtrat auf 200 ccm eingeengt und als ,,Fraktion 1‘ untersucht. Die 
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vorher erhaltenen alkoholischen Extrakte wurden vereinigt und unter 
vermindertem Druck bis zu etwa 200 ccm eingeengt. Bereits wahrend 
der Destillation und weiter nach dem Erkalten schied sich aus der 
Lésung ein kristallinischer Niederschlag in bedeutender Menge ab. Dieser 
wurde unter dreimaligem Nachwaschen mit etwa 100 ecm kaltem, abso- 
lutem Alkohol abgetrennt, vom Alkohol befreit und in 200ccm Wasser ge- 
list. Die Lésung enthalt somit die in absolutem Alkohol schwer léslichen 
Verbindungen und bildete die Fraktion 2. Das nach Abtrennung der 
Fraktion 2 resultierende Filtrat wurde vom Alkoho] vollstandig befreit 
und in wenig Wasser gelést. In einem mit Schwefelséure und Natronkalk 
beschickten Exsikkator erstarrte die Lésung nach mebreren Tagen zu 
einer kristallinischen Masse. Nach Zugabe von wenig 50 °%,igem Alkoho! 
wurde der kristallische Anteil scharf abgesaugt, mit wenig 50°, igem 
Alkohol vorsichtig gewaschen, vom Alkohol befreit und in 200 ccm 
Wasser gelést als Fraktion 3 bezeichnet. 

Das letzte Filtrat bildeten somit die zum Auskristallisieren wenig 
geeigneten, leicht in absolutem Alkohol und in Wasser léslichen Stoffe. 
Auch diese Fraktion 4 wurde nach Entfernung von Alkohol in 200 cem 
Wasser gelist. 

Die Reaktion von Sakuguchi ergab bei allen diesen Fraktionen einen 
positiven Anschlag, und zwar wurde eine noch deutlich wahrnehmbare, 
schwache Rosafirbung bei folgenden minimalen Verdiinnungen! 
beobachtet : 


Fraktion 1: 1: 50000 
2: 1: 50000 
a 3: 1: 5000 
4: 1: 1000000 


” 


” 


Die Nitroprussidreaktion auf Guanidine fiel in den Verdiinnungs- 
reihen — 1/99, /a99 --- bis zu 4/so599 —- fiir alle vier Fraktionen 
negativ aus. 

Weiterer Untersuchung wurde nur die Fraktion 4 unterworfen, 
welche genau 3,0 g Stickstoff (Kjeldahl) enthielt. 

Da die weitere Bearbeitung derselben auf der Anwendung von 
Pikrin- und Pikrolonsaure basiert, welch letztere durch Ausatherung 
in kontinuierlich wirkenden Apparaten entfernt werden miissen, so 
wurde, um festzustellen, ob durch ein derartiges Ausatherungsverfahren 
nicht Verluste an Methylguanidin verursacht werden, ein Kontroll- 
versuch in der Weise vorgenommen, daB die in 200 com Wasser geléste 
Fraktion 4 mit 20 ccm 50% iger Schwefelsiure angesiuert und wahrend 


1 Der Verdiinnungsindex entspricht hierbei der Menge Wasser in 
Kubikzentimetern, in welchem die gesamte betreffende Fraktion gelést 
werden miiBte, um die entsprechende Verdiinnung zu ergeben. 
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60 Stunden einem AusiatherungsprozeB unterworfen wurde. Hierbei 
wurde eine dtherlésliche und dtherunlésliche Subfraktion erhalten. 

Die dtherlisliche Subfraktion wurde mit etwa 200ccm Wasser 
aus dem Kolben in eine Abdampfschale tibergefiihrt, der Ather ab- 
gedampft, die Schwefelsiure durch Bariumcarbonat ausgefallt, der 
Niederschlag abfiltriert, mit kochendem Wasser ausgewaschen, das 
Filtrat auf 200 ccm eingeengt; Stickstoffgehalt 0,44 g. Die Reaktion 
von Sakaguch: in Verdiinnungen 1 : 500 bis 1 : 500000 sowie auch die 
Nitroprussidreaktion auf Guanidine in Verdiinnungen 1: 50, 1: 100... 
bis 1: 800 fielen negativ aus. Demnach war also das Methylguanidin 
in den Atherauszug nicht tibergegangen. 

Die dtherunlésliche Subfraktion wurde durch Bariumcarbonat 
von Schwefelsiure und durch Ausdampfen vom Ather befreit, durch 
wiederholte Behandlung mit Alkohol vollstindig getrocknet und 
nochmals einer Extraktion mit absolutem Alkohol unterworfen, wobei 
einim Alkohol nicht ganz leicht und ein in demselben leicht léslicher Anteil 
resultierten. Diese beiden vom Alkohol befreiten und im Wasser 
gelésten Fraktionen zeigten noch in sehr groBen Verdiinnungen stark 
ausgepragte positive Reaktionen auf Kreatinin. In der ersteren Fraktion 
fiel die Reaktion von Sakaguchi noch in einer Verdiinnung 1 : 50000 
aus, wahrend die Nitroprussidreaktion in Verdiinnungen | : 400, 1 : 800 
bis 1: 6400 negativ war. In dem in abs lutem Alkohol leicht léslichen 
Anteil ergab dagegen die Reaktion von Sakaguchi bin positives Re- 
sultat noch in einer Verdiinnung | : 500000 und, was besonders hervor- 
gehoben werden muB, fiel auch die Nitroprussidreaktion nur an diesem 
Stadium der Reinigung zum erstenmal positiv aus, und zwar war eine 
charakteristische braunrote Farbung in der Verdiinnung 1: 500 nur 
auBerst schwach, in der Verdiinnung 1 : 1000 dagegen ziemlich intensiv 
wahrnehmbar; am stairksten ausgepragt war die Farbung in der Ver- 
diinnung 1: 2000, in der Verdiinnung 1: 4000 trat dieselbe jedoch 
wiederum nur sehr schwach hervor. In noch héheren Verdiinnungen fiel 
die Reaktion negativ aus. Dieses Beispiel beweist, scheint es uns, 
auf das glanzendste, von wie groBer Bedeutung die Mengenverhiltnisse 
der reagierenden Komponenten fiir den Ausfall der Nitroprussid- 
reaktion auf Guanidine sind, und wie leicht gerade bei den gréBeren 
Konzentrationen von Methylguanidin ein negativer Reaktionsausschlag 
beobachtet werden kann. 

In Anbetracht dessen, daB auch in der ersteren, im Alkohol nicht 
ganz leicht lislichen Subfraktion die Reaktion von Sakaguchi in ziemlich 
groBen Verdiinnungen positiv war, wurden beide Subfraktionen 
widerum vereinigt und einer Ausfallung mittels der nach der Vorschrift 
von Kuen dargestellten Natriumpikrolonatlésung unterworfen. Zu 
etwa 400 ccm der auszufiallenden Lésung, welche schwach saure Reaktion 
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auf Lackmus zeigte, wurde in einzelnen Portionen zu je 20 ccm die 
Natriumpikrolonatlésung zugesetzt, bis endlich nach weiterem Hinzu- 
fiigen des Fallungsmittels auch am anderen Tage keine weitere Nieder- 
schlagbildung mehr feststellbar war. Auf diese Weise wurden etwa 
0,5 g Pikrolonat gewonnen. Durch Umbkristallisieren aus 50 °%,igem 
Alkohol wurde dasselbe in zwei Fraktionen zerlegt. Die erste ergab 
Fp. 280°, die zweite zersetzte sich im Kapillarrohr unter starkem 
Aufschiumen scharf bei 270°, was dem Zersetzungspunkt des Methy]- 
guanidinpikrolonates genau entspricht. Hierbei verwandelte sich die 
urspriingliche eigelbe Farbung der Substanz zwischen 225 bis 230° 
in die charakteristische olivgriine. 

Beide Pikrolonate wurden nun wieder vereinigt, mit 5° ,iger 
Schwefelsiure zerlegt und ausgeithert. Nach Entfernung der Schwefel- 
siure mittels Bariumcarbonat wurde die Lésung auf 50 ccm eingeengt. 
Der Stickstoffgehalt betrug 0,056 g; die Weylsche Reaktion fiel negativ 
aus, die Reaktion von Sakaguchi positiv noch in Verdiinnung | : 50000, 
die Nitroprussidreaktion ebenfalls positiv in Verdiinnungen von 1 : 50 
bis 1: 500. Diese aus den Pikrolonaten gewonnene Carbonatlésung 
wurde nun weiter bis zur Trockne eingedampft, der Riickstand mit 
heiBem absoluten Alkohol extrahiert, aus dem Extrakt der Alkohol 
entfernt, der Riickstand in wenig Wasser aufgenommen, bis 20 ccm 
aufgefiillt, mit 20ccem gesiattigter wasseriger Pikrinsiurelésung ver- 
setzt und am Wasserbade auf etwa 20 ccm eingedampft. Zum nachsten 
Tage hatte sich ein schéner kristallinischer Niederschlag gebildet, 
welcher abfiltriert und auf der Nuische tropfenweise mit wenig kaltem 
Wasser, absolutem Alkohol und etwa 10ccm Ather ausgewaschen 
wurde. Dieses im Vakuumexsikkator itiber Schwefelsiure und Natron- 
kalk getrocknete Pikrat wog 0,1866 g und zeigte Fp. 198°. Die Mutter- 
lauge von demselben wurde weiter stark eingeengt. Die hierbei aus- 
geschiedene zweite Kristallfraktion wurde am nichsten Tage abgesaugt 
und ebenfalls tropfenweise mit kaltem Wasser, Alkohol und Ather 
gewaschen. Diese im Vakuum getrocknete Fraktion wog 0,1168 g und 
ergab Fp. 197°. Aus dem letzten Filtrat konnten noch etwa 0,06 ¢ 
eines Pikrats isoliert werden, welches, was die Kristallform anbelangt, 
alle Merkmale des Methylguanidinpikrats aufwiesen. Die zwei ersteren 
Pikrate wurden gemeinsam in Wasser gelést, mit wenig Tierkohle 
behandelt und umkristallisiert. Das Pikrat fiel hierbei auf die fiir 
das Methylguanidinpikrat ganz charakteristische Weise in zwei Kristall- 
formen aus: die Hauptmasse der Kristalle bildeten kurze, orange- 
farbene, viereckige Tafeln; neben diesen waren auch zitronengelbe 
lange Nadeln vertreten, welche zu eigenartigen federfahnenférmigen 
Aggregaten vereinigt waren. Scharf abgesaugt, mit Wasser, Alkoho! 
und Ather ausgewaschen und im Vakuumexsikkator getrocknet, wog 
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diese Fraktion 0,22 g. In einem bis zu etwa 180° vorgewirmten Ap- 
parat und beim weiteren Erhitzen bis zu etwa 1° wahrend einer Minute 
schmolz die Substanz im Kapillarrohr scharf bei 201° zu einer braun- 
gelben Flissigkeit, welche beim Erkalten wiederum zu einer braun- 
gelben kristallinischen Masse erstarrte. Bei der Stickstoffbestimmung 
nach Dumas: 


0,1027 g Substanz gaben 24,0cem N (12°, 765 mm). 
C,H,N,.C,H,N,O,. Ber.: 27,9% N. 
(302,18) Gef.: 27,8% N. 


Demnach ist dieses Pikrat als vollkommen reines Methylguanidin pikrat 
anzusprechen. In diesem Versuche konnten wir also aus 7,4 kg lebens- 
frischen Muskeln 0,36 g vollstandig reines Methylguanidinpikrat iso- 
lieren. Wie aus dem letzten Versuch 3 klar zu ersehen ist, diirfen die 
in diesem Pikrat enthaltenen 0,0871 g freie Base jedoch keineswegs 
als das ganze in der verarbeiteten Fleischmenge vorhandene Methyl- 
guanidin angesehen werden. 


Versuch 3. 


In diesem Versuch wurden 5,0 kg aus einem Schulterstiick vom 
Ochsen stammenden Muskelgewebes in Arbeit gnommen. Wir méchten 
erwahnen, daB diesmal dank einer ganz besonders giinstigen Beschaffen- 
heit des Fleischstiickes die Ablésung des Muskelgewebes von Sehnen, 
Faszien usw. auBerst exakt war und auBerordentlich schnell vor sich 
ging, so da der erste Extrakt bereits nach Ablauf von etwa 1'/, Stunden 
nach dem Schlachten des Tieres dargestellt werden konnte. Desgleichen 
muB hervorgehoben werden, daB alle drei Ausziige (7,5, 7,5 und 5 Liter), 
welche in der iiblichen Weise gewonnen wurden, nur ganz leicht gefiarbt 
waren und auBerdem sich ungewéhnlich schnell und klar abfiltrieren 
lieBen, woraus man schlieBen kann, dab die Extrakte nur sehr wenig 
durch Kolloide und Pigmente verunreinigt waren. Der entsprechend 
eingeengte Extrakt wurde mit Phosphorwolframséure ausgefallt und 
die Phosphorwolframate mit Bariumhydroxyd zerlegt, wie im Versuch 1 
angegeben. Das Hauptfiltrat und das Waschwasser (etwa 20 Liter) 
wurden nun mit Schwefelsdure bis zur deutlich sauren Reaktion und 
nachher mit reichlicher Menge Bariumcarbonat versetzt, am Wasser- 
bade bis zu etwa 1 Liter abgedampft und filtriert. Die stark alkalische 
Lésung wurde dann mit Salzsaure bis zur schwach, jedoch noch deutlich 
alkalischen Reaktion versetzt und bis zur Sirupkonsistenz abgedampft. 


Nach 3 Tagen wurden die in reichlicher Menge abgeschiedenen 
Kristalle abgesaugt und mit wenig eiskaltem Wasser gewaschen; 
dieselben erwiesen sich als aus dem Kreatin und Kaliumchlorid be- 
stehend. Es war uns also gelungen, die Hauptmenge des Kreatinins 
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in das Kreatin iiberzufiihren und aus der Basenfraktion zu entfernen. 
Die Mutterlauge wurde nun mit Salzsaure bis zu deutlich saurer Reaktion 
auf Lackmus, jedech negativer auf Kongo gebracht, mit Kieselgur 
versetzt und weiter, wie im Versuch 2 angegeben, verarbeitet, lediglich 
mit dem Unterschiede, daB diesmal die Grundextrahierung der getrock- 
neten und fein gepulverten Fraktion (im Soxhletapparat wahrend 
einer Woche) nicht mit absolutem, sondern mit 96°,igem Alkohol 
durchgefiihrt wurde. 

Beim Stehen der bis zu etwa 200 ccm eingeengten vereinigten 
alkoholischen Ausziige fiel in bedeutender Menge ein kristallinischer 
Niederschlag aus; derselbe wurde nach Ablauf etwa einer Woche 
abgesaugt und mit etwa 100 ccm kaltem Alkohol gewaschen. Zwecks 
weiterer Bearbeitung auf Methylguanidin wurde lediglich eine Halfte 
dieses letzten Filtrats, welche also 2,5 kg frischer Muskeln entsprach, 
und in welcher nur die in Alkohol leicht léslichen Verbindungen ent- 
halten waren, benutzt. Der Alkohol wurde verjagt, der Riickstand 
in 300cem Wasser gelést und die Fliissigkeit mit 50 ccm gesiattigter 
wisseriger Natriumpikrolonatlésung versetzt. Es stellte sich hierbei 
heraus, daB nach dem Zusatz des Fallungsmittels wahrend etwa 15 Mi- 
nuten sich keine, auch die geringste Triibung bildete. Daher wurde 
die Flissigkeit mit ein paar Tropfen 10°, iger Salzsiure angesduert 
und am kochenden Wasserbade wihrend etwa 15 Minuten erwarmt. 
Beim Erkalten schied sich ein mikroskopisch kristallinischer schwefel- 
gelber, aus feinen einzelnen und zu kugelartigen Aggregaten vereinigten 
Nadeln bestehender Niederschlag ab. Am nichsten Tage wurde der- 
selbe abfiltriert, mit etwa 50 ccm kaltem Wasser gewaschen und bei 
102° getrocknet. Das so gewonnene Pikrolonat — Pikrolonat 1 — wog 
0,34 g. Zwecks Reinigung wurde dasselbe auf kochendem Wasserbad 
mit kleinen Portionen 50° igen Alkohols wiederholt extrahiert, wobei 
der tiberwiegende Anteil des Pikrolonats sehr leicht gelést werden 
konnte, wahrend der Rest nur auBerst schwer lésbar war. Jedoch 
gelang es schlieBlich, fast das Ganze in die Lésung iiberzufiihren. Aus 
dieser Lésung wurden nun durch fraktionierte Kristallisation vier 
Subfraktionen erhalten. Die drei ersteren von denselben schieden 
sich aus, als der Alkohol noch nicht vollstandig aus der Lésung entfernt 
worden war. Die Fraktion 1 bestand hauptsachlich aus mikroskopisch 
kleinen schwefelgelben feinen Nadeln, welche unmittelbar nach dem 
Erkalten der vereinigten alkoholischen Ausziige ausfielen. Dieselbe 
wurde abfiltriert, mit reichlich kaltem Wasser und etwas Alkohol 
gewaschen und bei 102° getrocknet. Dieses Pikrolonat wog 0,032 g. 
Im Kapillarrohr zersetzte sich die Substanz unter Schwirzung, jedoch 
ohne bedeutenderes Aufschaiumen ziemlich unscharf zwischen 238 bis 
239°. Mittels 5°,,iger Schwefelsiure zersetzt, ausgeaithert, von Schwefel- 
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siure und Ather befreit, wurde diese Fraktion in Carbonate iibergefiihrt, 
welche sich als in absolutem Alkohol fast ginzlich unléslich erwiesen. 
In Wasser gelést, ergaben dieselben eine positive Reaktion von Sakaguchi, 
positive Nitroprussidreaktion und negative Weylsche Reaktion. Das 
Filtrat von dieser ersten Fraktion samt Waschfliissigkeiten wurde auf 
kochendem Wasserbade bis zur neuen wahrnehmbaren Kristall- 
abscheidung weiter eingeengt. Dann wurde die Lésung vom Wasser- 
bade abgestellt und unmittelbar nach dem Erkalten derselben der 
ebenfalls aus mikroskopischen schwefelgelben Nadeln gebildete Nieder- 
schlag abfiltriert, mit Wasser und Alkohol gewaschen und bei 102° 
getrocknet. Diese Fraktion 2 wog 0,054 g. Die Substanz war duBerst 
schwer léslich in Wasser und Alkohol und ginzlich unléslich in Ather. 
In einem bis etwa 200° vorgewairmten Apparat und bei weiterem Er- 
hitzen um etwa 1° wahrend einer Minute zersetzte sich die Substanz 
im Kapillarrohr unter Schwarzung, ohne bedeutenderes Aufschiumen 
scharf bei 225°, was Fp. fiir das Argininpikrolonat vollkommen ent- 
spricht. Den gleichen Wert fiir Fp. behielt dieses Pikrolonat auch 
nach Umkristallisieren aus 50°, igem Alkohol. Dasselbe wurde dann 
mit 5°,iger Schwefelsiure zerlegt, ausgeithert, der Ather abgedampft, 
die Schwefelsiure durch Bariumcarbonat entfernt. Das erhaltene 
Carbonat ergab in wiaisseriger Léisung eine positive Reaktion von 
Sakaguchi und eine positive Nitroprussidreaktion; die Weylsche 
Reaktion fiel hingegen negativ aus. Das durch wiederholtes Abdampfen 
mit Alkohol getrocknete Carbonat erwies sich als in absolutem Alkohol 
fast ginzlich unlislich. Die Fraktion 3, welche nach weiterem Ein- 
dampfen des nach Abtrennung der Fraktion 2 hinterbliebenen Filtrats 
gewonnen wurde, wog 0,022 g und wies im Grunde genommen die gleichen 
Eigenschaften auf, wie die Fraktion 2, nur mit dem Unterschied, daB 
die Substanz sich im Kapillarrohr unter Schwarzung ohne bedeutenderes 
Aufschaumen ziemlich unscharf zwischen 220 und 230° zersetzte. 
Da die soeben beschriebenen Pikrolonatfraktionen 1, 2 und’ 3 viele, 
dem Argininpikrolonat bzw. Carbonat ahnliche Eigenschaften aufwiesen 
(Fp., schwere Léslichkeit im Alkohol, Kristallform), so wurden dieselben 
nachdem sie vorher in Carbonate tibergefiihrt worden waren, vereinigt, 
mit verdiinnter Salpeterséure neutralisiert, mittels Tierkohle gereinigt, 
filtriert und schlieBlich mit etwas Kupfercarbonat versetzt. Nach 
mehrstiindigem Erhitzen am kochenden Wasserbad wurde die Mischung 
filtriert, das Filtrat auf etwa 5 ccm eingedampft und weiterhin im Ex- 
sikkator tiber Schwefelsiure und Natronkalk stehengelassen. Nach einigen 
Tagen konnte man die Bildung einzelner dunkelblauer diinner zu- 
gespitzter Prismen, welche zu Driisen vereinigt waren, feststellen. 
Obwohl die geringe Menge der isolierten Substanz — 0,108 g — keine 
weiteren Identifizierungsméglichkeiten zulieB, werden wir, scheint es 
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uns, wohl nicht fehlgehen, wenn wir annehmen, daB uns hier das Arginin- 
pikrolonat vorgelegen hat. 

Die vierte und die letzte der aus dem Pikrolonat 1 isolierten Frak- 
tionen konnte erst nach vollstandiger Entfernung des Alkohols aus- 
kristallisiert werden. Bei 102° getrocknet, wog diese Fraktion 0,218 g. 
Im Kapillarrohr zersetzte sich die Substanz unter Schwarzung und 
sehr starkem Aufschiumen ziemlich scharf bei 267°, nachdem ihre 
urspriingliche eigelbe Farbung sich bei 225° in eine fiir das Methyl- 
guanidinpikrolonat charakteristische olivgriine verwandelt hatte. Zwecks 
weiterer Reinigung wurde dieses Pikrolonat auf kochendem Wasser- 
bade mit 50cem 50°, igen Alkohols aufgenommen, wobei sich fast 
das Ganze leicht liste. Nach dem Abfiltrieren und Erkalten schied 
sich bald ein mikroskopisch kristallinischer Niederschlag in sehr ge- 
ringer Menge ab, welcher sofort abgetrennt wurde. Dem Filtrat wurden 
75 cem Wasser zugesetzt und der Alkohol aus der Lésung vollstandig 
verjagt. Bereits wahrend dieser Operation begann sich ein kristalli- 
nischer, schwefelgelber Niederschlag abzuscheiden. Nach dem Erkalten 
wurde die Fliissigkeit mit Wasser auf etwa 100 ccm aufgefillt und 
weiterer Kristallisation tiberlassen. Am nachsten Tage wurde der 
Niederschlag abgesaugt, mit etwa 50 ccm kaltem Wasser, tropfenweise 
mit leem Alkohol und etwa 10ccm Ather ausgewaschen und im 
Vakuumexsikkator getrocknet. Diesmal zersetzte sich das so gereinigte 
Pikrolonat, welches 0,1273 g wog, scharf bei 270°, was dem Zersetzungs- 
punkt des Methylguanidinpikrolonats vollkommen entspricht; bei 
225° verwandelte sich seine Farbung in ganz charakteristischer Weise 
aus der urspriinglichen schwefeigelben in die olivgriine. Eine kleine 
Menge der Substanz wurde in.iiblicher Weise zersetzt. und in die Car- 
bonatlésung tibergefiihrt. Aus derselben wurde das Wasser durch 
Alkohol verdringt, wobei sich das Carbonat als im Alkohol ganzlich 
und sehr leicht léslich erwies. Vom Alkohol befreit, wurde nun das 
Carbonat im Wasser gelést. In der so gewonnenen Lésung fiel die 
Weylsche Reaktion negativ aus. Die Reaktion von Sakaguchi und die 
Nitroprussidreaktion positiv, somit ist dieses Pikrolonat als reines 
Methylguanidinpikrolonat anzusehen. 

Die Mutterlauge von der soeben beschriebenen ersteren Pikrolon- 
siurefaillung, welche etwa 450 ccm betrug, wurde nun bis zu etwa 
200 ccm eingedampft und nochmals mit 20 cem der Natriumpikrolonat- 
lésung versetzt. Wahrend zwei weiterer Tage schied sich ein neuer 
Niederschlag ab, welcher aus zweierlei geformten Kristallen bestand, 
und zwar bildeten die Hauptmasse des Niederschlags eigelbe, schwere, 
ziemlich groBe Kristallaggregate, zu welchen in weit geringerer Menge 
schwefelgelbe, mikroskopisch kleine, leicht aufschwemmbare Kristalle 
beigemengt waren. Der Niederschlag wurde abgesaugt, mit etwa 
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50cem Wasser, 1 cem Alkohol und 10 ccm Ather gewaschen und bei 
102° getrocknet. Dieses Pikrolonat 2 wog 0,37 g. Bei der Schmelz- 
punktbestimmung zersetzte sich die Substanz ziemlich unscharf bei 
etwa 257°; bei 225° veranderte sich auch ihre urspriingliche Firbung 
in olivgriin. Dieses Pikrolonat wurde mittels 5°, iger Schwefelsiure 
zerlegt, die Pikrolonsiure ausgeathert, der Ather abgedampft, die 
Schwefelsiure durch Bariumcarbonat entfernt; das so erhaltene Car- 
bonat wurde durch wiederholtes Abdampfen mit Alkohol getrocknet, 
mit absolutem Alkohol aufgenommen (was sehr leicht vor sich ging), 
filtriert und im Filtrat der Alkohol schlieBlich durch Wasser ersetzt. 
In der wisserigen Lésung dieses alkoholléslichen Carbonats war die 
Weylsche Reaktion negativ, die Reaktion von Sakaguchi und die 
Nitroprussidreaktion dagegen positiv. 

Das nach Abtrennung des Pikrolonats 2 hinterbliebende Filtrat 
wurde nun ohne weitere Zugabe der Natriumpikrolonatlésung auf 
etwa 50 ccm eingeengt. Beim Stehen wihrend 3 Tagen hatte sich aus 
demselben ein eigelber Niederschlag -- Pikrolonat 3 — gebildet, 
welcher abgesaugt, mit etwa 50 ccm kaltem Waser gewaschen und 
bei 102° getrocknet wurde. Dieses Pikrolonat wog 0,245 g. Die Substanz 
zersetzte sich im Kapillarrohr unter Schwarzung und starkem Auf- 
schiumen bei 264°; bei etwa 225° veranderte sich ihre Farbung ebenfalls 
in olivgriin. Diese Fraktion wurde auf die gleiche Weise wie das Pikro- 
lonat 2 in das Carbonat tibergefiihrt; in dessen wasseriger Lésung 
war die Weylsche Reaktion negativ, die Reaktion von Sakaguchi 
und die Nitroprussidreaktion positiv. 

Aus dem nach Abtrennung des Pikrolonate 3 verbliebenen 
Filtrat konnten mittels Ausfallung der jemals auf 50 ecm eingedampften 
Lésungen durch weiteren Zusatz von je 20 bis 25ccm der Natrium- 
pikrolonatlésung schlieBlich noch zwei Pikrolonate gewonnen werden. 
Diese zeigten jedoch von den ersteren drei ganzlich abweichende Eigen- 
schaften. Auf Filtern gesammelt, stellten sie eine klebrige Masse dar, 
welche auBerst hygroskopisch war und nur sehr schwer getrocknet 
werden konnte. Unter dem Mikroskop bestanden diese beiden letzten 
Pikrolonate fast ausschlieBlich aus éligen kleinen Kiigelchen, unter 
welchen nur sparliche, schmale, lange gelbe Nadeln zu sehen waren. Der 
Versuch, den Schmelzpunkt dieser Pikrolonate zu bestimmen, erwies 
sich als vollstandig erfolglos, da hierbei keine bestimmten Werte er- 
mittelt werden konnten; sie wurden vorlaufig keiner weiteren Unter- 
suchung unterworfen. Somit sind als ziemlich reine Methylguanidin- 
pikrolonate, welche aus der in 96°%,igem Alkohol leicht léslichen, 2,5 kg 
Muskeln entsprechenden Fraktion des Fleischextraktes gewonnen werden 
konnten, nur die Subfraktion 4 des Pikrolonats 1 und die Pikrolonate 2 
und 3 anzusehen, deren Gesamtgewicht 0,8 g betrug. Um jedoch endlich 
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volle Sicherheit dariiber zu erlangen, daB die letztgenannten Pikro- 
lonate tatsaichlich nichts anderes als Methylguanidinpikrolonat waren, 
wurde ein Teil derselben in das Pikrat wie folgt iibergefiihrt. Die nach 
den Analysen verbliebenen Reste dieser Pikrolonate wurden nimlich 
einzeln genau auf die gleiche Weise, wie beziiglich des Pikrolonats 2 
angegeben, zerlegt und in die Carbonate itibergefiihrt, welche, nach 
dem Verdrangen des Wassers durch absoluten Alkohol mit demselben 
extrahiert wurden. Aus den vereinigten alkoholischen Extrakten 
wurde der Alkohol abgedampft und der Riickstand mit Wasser auf- 
genommen. Die Lésung wurde nun auf 20 ccm eingeengt und mittels 
20 cem gesattigter wasseriger Pikrinsdurelésung ausgefallt. Der sofort 
in geringer Menge ausgeschiedene kristallinische Niederschlag wurde 
abfiltriert, das Filtrat auf etwa 20 ccm eingeengt und auf einem langsam 
erkaltenden Wasserbade zur Kristallisation stehengeiassen. Am 
nichsten Tage wurde der ausschlieBlich aus kurzen orangegelben 
Tafeln gebildete Niederschlag scharf abgesaugt, tropfenweise mit 
etwa 2 ccm kaltem Wasser, 1 cem absolutem Alkohol und etwa 10 ccm 
Ather gewaschen und in einem mit Schwefelsiure und Natronkalk 
beschickten Exsikkator getrocknet. In einem bis etwa 180° vor- 
gewirmten Apparat und bei weiterem Erhitzen um etwa 1° wahrend 
einer Minute schmolz die Substanz im Kapillarrohr scharf bei 201° 
zu einer braungelben Fliissigkeit, welche beim Erkalten wiederum 
zu einer braungelben Kristallmasse erstarrte. Zwecks weiterer Reinigung 
wurde das in Wasser geléste Pikrat mit wenig Tierkohle am kochenden 
Wasserbade wahrend etwa einer Stunde erwirmt; die abfiltrierte Lé- 
sung wurde auf etwa 10 ccm eingedampft und auf erkaltendem Wasser- 
bade zwecks langsamer Kristallisation hinterlassen. Am niachsten 
Tage konnte man feststellen, daB das Pikrat diesmal in zwei Kristall- 
arten ausfiel; den iiberwiegenden Teil der Kristalle bildeten kurze 
orangefarbene Tafeln; neben denselben kamen in etwas geringerer 
Menge auch sehr schmale und lange zitronengelbe Nadeln vor, welche 
zu den charakteristischen, federfahnenartigen Aggregaten vereinigt 
waren. Unter dem Mikroskop zeigten beide Kristallarten deutlichen 
Pleochroismus. Nachher wurde der ganze Inhalt der Kristallisierschale 
unter Zusatz von wenig Wasser auf dem Wasserbade nochmals erwarmt. 
bis alle Kristalle gelést waren, und danach im Eisschrank zur schnellen 
Kristallisation stehengelassen. Hierbei erstarrte die ganze Lésung 
zu einer kristallinischen Masse. Dieselbe bestand hauptsichlich aus 
mikroskopisch kleinen, langen, sehr schmalen, zitronengelben Nadeln. 
welche abermals deutlichen Pleochroismus zeigten. Diese Kristalle 
wurden nun abgesaugt, tropfenweise mit wenig kaltem Wasser, abso- 
lutem Alkohol und etwa 10cem Ather gewaschen und im Vakuum- 
exsikkator getrocknet. In einem bis zu etwa 180° vorgewirmten 
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Apparat und bei weiterem Erhitzen um etwa 1° wihrend einer Minute 
schmolz die Substanz im Kapillarrohr scharf bei 201,5° zu einer braun- 
gelben Fliissigkeit, welche beim Erkalten wiederum zu einer braun- 
gelben Kristallmasse erstarrte. Bei der Stickstoffbestimmung nach 
Dumas: 
0,0894 g Substanz gaben 22,0cem N (17°, 747 mm). 
C,H,N,.C,H,N,O,. Ber.: 27,90% N. 
(302,18) Gef.: 27,95% N. 

Somit weisen die gesamten von uns erhaltenen Analysenergebnisse 
eindeutig darauf hin, daB das aus der oben als Methylguanidinpikro- 
lonat angesprochenen Substanz gewonnene Pikrat mit dém Methyl- 
guanidinpikrat identisch ist. 

Auffallend erscheint nun der Umstand, da8 in dem soeben beschrie- 
benen Versuch 3 eine weit (etwa fiinfmal) gréBere Ausbeute an Methy!- 
guanidinpikrolonat erzielt werden konnte als im vorigen Versuch 2. 
Im Versuch 3 wurden namlich aus 2,5 kg Muskelgewebe 0,8 g Methyl- 
guanidinpikrolonat isoliert, was etwa 0,32 g pro Kilogramm lebens- 
frischer Muskeln betrigt; im Versuch 2 hingegen wurden aus 7,4 kg 
Fleisch lediglich etwa 0,5 g Pikrolonat, d. h. 0,066 g pro Kilogramm 
frischer Muskeln isoliert. Es unterliegt jedoch keinem Zweifel, daB 
beidemal durchaus nicht die ganze Menge des im Ausgangsmaterial 
enthaltenen Methylguanidins mittels pikrolonsaurem Natron nieder- 
geschlagen wurde. Es ist nimlich eine bekannte Tatsache, daB die 
Anwesenheit des Arginins neben dem Methylguanidin in ein und der- 
selben Lésung die Léslichkeit des Methylguanidinpikrolonats bedeutend 
erhéht und dementsprechend auch seine Ausfillbarkeit mit Pikrolon- 
siure erschwert. Das Vorkommen des Arginins i den aus lebens- 
frischen Muskeln gewonnenen /xtrakten und gerade in denjenigen 
Fraktionen, in welchen auch nach Methylguanidin gesucht wurde, 
ist von uns aber wohl nachgewiesen. Héchstwahrscheinlich aber sind 
in den erwahnten, an Stickstoff sehr reichen Fraktionen auch noch 
andere Stoffe vorhanden, welche die Ausfaillung des Methylguanidins 
als Pikrolonat verhindern. Von der gréBten Bedeutung endlich ist 
in dieser Hinsicht auch die Reaktion des Mediums, welche unter Um- 
stinden, wie wir es im Versuch 3 beobachten konnten, sogar bei sehr 
geringen Variationen fiir den Ausgang der ganzen Operation entscheidend 
sein kann. Leider sind die giinstigsten Bedingungen fiir die Ausfallung 
mit pikrolonsaurem Natron in dieser Beziehung noch nicht genau 
ermittelt. Es ist jedenfalls Tatsache, daB in unserem Versuch 3, nachdem 
das entsprechende, bereits mit Natriumpikrolonat versetzte, nach 
Abtrennung von Pikrolonat 2 zuriickgebliebene Filtrat ohne weitere 
Zugabe von Natriumpikrolonat bloB um etwa 150 ccm eingedampft 
worden war, sich aus der Lésung eine weitere Pikrolonatmenge aus- 
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schied, welche, abfiltriert und griindlich gewaschen, etwa 0,25 g wog. 
Also war die Léslichkeit des Methylguanidinpikrolonats in den Be- 
dingungen unserer Versuche nicht 0,03/100, sondern etwa 0,17/100, 
d. h. dieselbe war etwa sechsmal groBer als in reiner wisseriger Lésung. 
In eben derselben Feststellung findet, unserer Meinung nach, ihre 
Erklirung die geringere Ausbeute an Methylguanidin, welche von 
uns im Versuch 2 erhalten worden war. Den Hinweisen und dem Bei- 
spiel Kuens zufolge, welcher die von ihm aus dem Harn gewonnenen, 
entsprechend gereinigten Lésungen zwecks Ausfillung mit pikrolon- 
saurem Natron auf 4/,, des urspriinglichen Harnvolumens einengte 
und somit die Ausfallung von Pikrolonaten aus ziemlich verdiinnten 
Lésungen durchfihrte, haben auch wir im genannten Versuch 2 diese 
Operation in ziemlich verdiinnten Lésungen unternommen. AuBerdem 
in der Absicht, reineres Pikrolonat isolieren zu kénnen, verzichteten 
wir auch auf das Einengen der Mutterlauge, obwohl deren Volumen 
bedeutend mehr als \, Liter betrug. Deshalb ist es wohl sicher, dab 
die Hauptmenge des Methylguanidins und méglicherweise auch einiger 
anderer Verbindungen, welche eine positive Reaktion von Sakaguchi 
sowie eine pcsitive Nitroprussidreaktion geben, in der Mutterlauge 
verblieben war. In der Tat waren die minimalen Verdiinnungen, 
in welchen diese Reaktionen in der Ausgangslésung positiv ausfielen, 
wie oben angegeben, entsprechend 1 : 500000 und 1: 4000, wahrend 
dieselben in der nach Zerlegung der gewonnenen Pikrolonate resultierten 
Lésung positive Ergebnisse lediglich in den Verdiinnungen 1 : 50000 
und 1: 500 ergaben. Demnach muBte durch das Natriumpikrolonat 
damals nur etwa !/,, der fiir die genannten Reaktionen verantwort- 
lichen Substanzen niedergeschlagen worden sein; zweifellos soll hierbei, 
praktisch genommen, nur das Methylguanidin in Betracht gezogen 
werilen, und dies deswegen, weil im Versuch 3 die Hauptmenge des 
isolierten Methylguanidinpikrolonats gerade bei starkem Einengen 
der urspriinglichen Mutterlauge (bis schlieBlich auf etwa 14/,, des 
anfanglichen Volumens) ausfie]. 


Obwohl auch die im Versuch 3 angewandte Methodik keineswegs 
als eine zur quantitativen Bestimmung des Methylguanidins im Muskel- 
extrakt geeignete angesehen werden darf, sind wir jedoch der Meinung, 
daB es uns hier mit Hilfe derselben gelungen ist, zum mindesten den 
Hauptteil dieses Stoffes im Betrage 0,06 g freier Base pro Kilogramm 
frischer Muskeln aus den Phosphorwolframaten zu isolieren. 
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Untersuchungen 
iiber die mitogenetische Strahlung des Blutes. 


Von 
Anastasie Potozky und Irene Zogline. 
(Aus dem histologischen Institut der ersten Universitat Moskau.) 


(Eingegangen am 6. Juni 1929.) 


Die mitogenetische Strahlung aus dem Blute wurde schon in den 
Jahren 1925 und 1926 in kurzer Form von A. und L. Gurwitsch und 
etwas ausfiihrlicher von A. Sorin geschildert. In einer spateren, im 
Jahre 1928 in dieser Zeitschrift erschienenen Arbeit (A. und L.Gurwitsch) 
wurden auch einige Protokolle von A. Anikin mitgeteilt, die den 
Schwund der mitogenetischen Strahlung aus dem Blut von Hungertieren 
nachwiesen. Diese Tatsache schien einen Anhaltspunkt fiir ein tieferes 
Eindringen in die Entstehung bzw. den Chemismus der Blutstrahlung 
zu geben. Wir tibernahmen daher auf Anregung von Prof. Gurwitsch 
die nahere Bearbeitung dieses Problems. Die durch das Studium des 
Verhaltens des Hungerblutes gewonnenen Ergebnisse erméglichten uns, 
auch einen tieferen Einblick in den Chemismus der Blutstrahlung 
zu gewinnen, indem wir einige Experimente mit neuer Fragestellung 
auch am Blute normal genahrter Tiere anstellen konnten. Unsere Arbeit 
zerfallt dementsprechend in zwei Te'le. 

Es mégen aber vor allem die Hauptergebnisse der beiden eingangs 
zitierten Arbeiten iiber die Blutstrahlung kurz zusammengefaft werden. 

A. und L.Gurwitsch, die ausschlieBlich mit Froschblut arbeiteten, 
erhielten positive Ergebnisse vor allem mit strémendem Blute; die Bauch- 
vene (am besten weiblicher Frésche) wurde freigelegt bzw. von den ober- 
flachlichen Scheiden entbl68t und zur Induktion von Zwiebelwurzeln 
benutzt. Der positive Effekt war konstant. Die Erfahrungen mit extra- 
vasiertem (lackfarbenem) Blute des Frosches waren weniger befriedigend. 

Die weitere Bearbeitung des Problems wurde A. Sorin iibertragen, 
der nach Wiederholung der eben angefiihrten Grundversuche zunachst 
das Verhalten des mit CO, gesittigten Blutes priifte, indem er das Tier 
in eine geschlossene Kammer brachte, durch die CO, durchgeleitet werden 
konnte. Die freigelegte Bauchvene ragte auf einer Strecke von etwa 1 cm 
aus einem Schlitz in der Kammerwand nach aufen, indem die Bauchwand 
des Tieres dicht an die Innenfliche der Kammerwand angepreBt blieb. 
Der mitogenetische Effekt blieb bei dieser Versuchsanordnung vollig aus, 
stel]te sich indessen am gleichen Tiere nach Herausnahme aus der Kammer 
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und Versetzung in Luft wieder ein. Es konnte daraus gefolgert werden, 
da8 der Blutstrahlung offenbar ein oxydativer, héchstwahrscheinlich durch 
das Oxyhamoglobin vermittelter Vorgang zugrunde liegt. Diese Vermutung 
konnte dann durch weitere Versuche Sorins bestaitigt werden. Es wurde 
vor allem das Verhalten des Blutserums des Frosches gepriift und, wie 
auch zu erwarten, als negativ im Sinne der mitogenetischen Strahlung 
befunden. Wurde aber unter geeigneten Versuchsbedingungen dem Serum 
etwas Oxyhimoglobinlésung zugesetzt und mit dem Gemenge sofort 
induziert, so waren die Ergebnisse positiv. 

So weit die Erfahrungen mit dem Froschblut. 

Anikins Versuche beziehen sich auf das Saugetierblut (Ratte) und 
brachten auBer der Feststellung des Schwundes der Strahlung bei Hunger- 
tieren auch einen weiteren Nachweis der oxydativen Natur der bei der 
Strahlung im Serum sich abspielenden Vorginge, indem das Oxyhimoglobin 
durch Spuren H,O, ersetzt wurde. 


A. Technisches. 


Wir hatten am meisten Rattenblut benutzt, es wurden aber fiir 
manche Zwecke auch Hunde herangezogen. Das Tier braucht fiir den 
Versuch nicht geopfert zu werden, man entnimmt einen Tropfen Blut 
am besten der Schwanzvene. Da Gerinnung unter allen Umstinden 
verhiitet werden mu, wurde das Blut in verschiedener Weise bearbeitet : 
entweder durch Haimolyse mit destilliertem Wasser aa oder unter Zu- 
satz von etwas Heparin, oder Verdiinnung mit einer MgSO,-Lésung. 
Letztere verhiitet fiir langere Zeit vor Gerinnung und gleichzeitig auch 
vor Hamolyse. Zum Nachweis der mitogenetischen Strahlung aus nor- 
malem Blut sind alle drei Methoden gleich geeignet und daher die 
Himolyse wegen ibrer Einfachheit eventuell vorzuziehen. Einige 
spezielle Kombinationen ergeben indessen, daB die Hamolyse das 
mitogenetische Strahlungsvermégen des Blutes im héheren Mabe 
als die Verdiinnung mit’ MgSO, gefahrdet. Es tritt dieses in zweifacher 
Form zutage: 

Erstens durch Priifung der Schwellenwerte fiir die beiden Ver- 
diinnungsweisen; greift man zu sehr kurzen Expositionszeiten, so wird 
der Schwellenwert fiir das hamolysierte Blut schon bei 60 Sekunden 
erreicht, bei MgSO, bei 45 Sekunden noch nicht. 


Tabelle I. 
Induktion mit hamolysiertem und mit MgSO, versetztem Rattenblut. 











Induktionseffekt 
Expositionszeit Hamolyse MgSO, 

Jy 76 
3 mal je 20 Sek. in Abstaénden von je 1 Min. . . . + 21 + 30 

‘ 15 1 ; — 3 
” ” ” ” ” > 9 s “es 

und— 2 + 90 
3y 715, ® ee oe +7 + 38 
a ae 3 nee Se ae ye — 35 + 26 
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Zweitens durch das Verhalten des Blutes unter Zusatz von KCN 
(n/1000). Es versagt unter diesen Umstinden das lackfarbene, nicht 
aber das mit MgSO, behandelte Blut. Auf die Deutung dieses wich- 
tigen Ergebnisses werden wir noch im weiteren zuriickzukommen haben. 


Der vor Gerinnung in der einen oder anderen Weise geschiitzte 
Bluttropfen kommt sofort in die schon 6fter beschriebene Capillar- 
kammer, worauf mit der Induktion (Hefekultur) begonnen wird. Die 
normale Expositionszeit betrug in den meisten Versuchen 15 Minuten, 
worauf die vor Eintrocknung durch einen kleinen Glassturz geschiitzten 
Hefeagarblécke (der exponierte und der Kontrollblock) noch 1%/, Stunden 
belassen werden. Es werden dann in tiblicher Weise aus dem induzierten 
und einem symmetrisch gelegenen Kontrollbezirk Anstrichpraparate 
hergestellt, mit Léfflermethylenblau gefirbt und mit den bei uns 
iiblichen Kriterien abgezahlt. 


I. Die Strahtungsquellen im normalen Blute. 


Wir fiihren zunachst: unsere Protokolle der Induktionsversuche mit 
dem Blute normal gefiitterter Tiere an. 


Tabelle II. 














Induktion mit Vollblut 








Hamolysiert 


1. 
2. 
3. 
4. 
5 





Tabelle III. 


Induktionsversuche mit Serum normaler Tiere unter Zusatz von H,Q,. 
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Auf Grund der Ergebnisse der Arbeit von Sorin blieben wir natiirlich 
beziiglich der im Serum anzunehmenden Oxydationsvorginge auf 
bloBe Vermutungen angewiesen. Es war am naheliegendsten, ent- 
weder in den EiweiSstoffen des Serums oder in deren Abbauprodukten 
die oxydablen, der Wirkung des Oxyhamoglobins bzw. des H,O, unter- 
liegenden Stoffe zu erblicken. Elektrolyte und Blutzucker kimen 
hier natiirlich kaum in Betracht. Um einer Entscheidung, ob es genuine 
EiweiBstoffe oder deren Abbauprodukte sind, etwas niaher zu treten, 
wurde Serum normal genahrter Hunde gegen Ringer wihrend etwa 
6 Stunden dialysiert, in einigen Fallen auch durch Ultrafiltration 
fraktioniert. Die Dialyse wurde in einem Kollodiumsickchen aus- 
gefiihrt, als Ultrafilter dienten kleine GefaiBe aus porésem Ton mit 
einem Kollodiumhautchen tiberzogen. Die Ergebnisse beider Versuchs- 
serien waren tibereinstimmend und eindeutiger Art. Die Residuen 
der Dialyse bzw. der Ultrafiltration versagen mitogenetisch unter 
Zusatz von H,O,, das farblose, fliissige Ultrafiltrat gibt dagegen mit 
Spuren von H, 0, einen schénen und konstanten mitogenetischen Effekt. 
Die Biuretprobe mit dem Ultrafiltrat gibt ein schwach positives Resultat. 
Wenn man auf Grund der im weiteren noch mitzuteilenden Versuche 
den Blutzucker als oxydablen Kérper ausschlieBt, so erscheint demnach 
der Schlu8B unabweisbar, daB die oxydierbaren mitogenen Stoffe des 
Blutes Polypeptide (eventuell auch Aminosauren ?) sind. Diese SchluB- 


Tabelle IV. 





Induktionseffekt 
%9 
Versuche mit Dialyse des Serums normaler Tiere (Taube) 
gegen Ringer. 
A. Kontrolle (Induktion mit nichtdialysiertem Serum + H, 0g) + 35 
a) Residuum der Dialyse des gleichen Serums + H,O, . —. 0,01 
Se a og bas Se ee NO se oe 8 — 0,02 
ee I I Se cr he igs ee cs + 31 
b) Residuum der Dialyse des gleichen Serums + H,0, . — 0,02 
rte I a os gee al hoa roe ko + O01 


Versuche mit Ultrafiltration. 


A. Kontrolle (Induktion mit normalem Serum, Taube) + H, 0, 
a) Induktion mit dem Ultrafiltrat+H,O, ....... 
a’) e ° »  Filtrationsresiduum + H, 0, 


SB RT eee a ee a 
b) Induktion mit dem Ultrafiltrat + H,O,....... 
b’) 3 » »  Filtrationsresiduum + H,O,.. . 


C. Induktion mit dem Ultrafiltrat + H,O, ........ 
C’. ss » y  Filtrationsresiduum + H,0,.... . 
Cc”. ‘ » demselben Residuum + Polypeptide + H,0, 
ee” Pe io. ie as Pe ee ee 
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folgerung 1aBt sich tibrigens des weiteren noch dadurch stiitzen, daB 
man H,O, auf tryptische Abbauprodukte des Fibrins einwirken 1a8t 
und wahrenddessen mit dem Gemenge induziert; der mitogenetische 
Effekt war dabei positiv (allerdings nicht konstant’!). 


Aus Sorins Versuchen an Fréschen war es uns bereits bekannt, 
daB die mitogenetische Strahlung bei CO,-Asphyxie des Tieres schwindet, 
bei Erholung desselben von neuem auftritt. Es erschien uns daher 
zunachst der Schlu8 unabweisbar, daB als einzige mitogenetische 
Quelle des Blutes nur die uns nunmehr genauer bekannten oxydativen 
Prozesse in Betracht kommen. Diese fiir den Frosch wohl unabweisbare 
Konsequenz darf indessen nicht extrapoliert werden. Die bereits 
alteren Versuche von O. Warburg lehren uns, daB die oxydativen bzw. 
glykolytischen Prozesse im Blute der Tiere mit kernhaltigen Erythro- 
cyten einerseits und der Sauger andererseits weit auseinandergehen, 
indem bei Nichtsaiugern die Glykolyse auf ein Minimum reduziert 
ist, was fiir das Blut der Sauger keinesfalls gilt. Da uns aber andererseits 
aus einer Reihe vorangehender Arbeiten unseres Laboratoriums die 
maBgebende Bedeutung der Glykolyse fiir die mitogenetische Strahlung 
hinlanglich bekannt war, war es angezeigt, dieser rein theoretisch 
sehr wahrscheinlichen Strahlungsquelle bei den Saugern nachzugehen. 
Der erwartete Erfolg blieb in der Tat nicht aus. Die Methodik war 
durch vorangehende Versuche Warburgs bereits vorgezeichnet. Durch 
Zusatz von KCN werden alle oxydativen Prozesse im Blute gelahmt. 
Sollte daher das Blut auch unter diesen Umstainden noch mitogenetisch 
wirksam sein, so ware schon an sich; mit groBer Wahrscheinlichkeit 
auf Glykolyse zu .schlieBen,;was sich dann noch auf anderem Wege 
erharten lieBe. Die entsprechenden Versuche fielen in der Tat samtlich 
positiv aus und zeigten in eindeutiger Weise, daB das Saugerblut, 
und zwar im Gegensatz zum Froschblut, auch anoxybiotisch strahlt. 


Tabelle V. 
Induktion mit Rattenblut. 








Blut mit Heparin | Himelyeeret Bet | Heparinblut + KCN 
Effekt in °/» } Effekt in °/» Effekt in °/ 


Hiamolysiertes Blut 


| 
| 
| _ 











35 t 33 
55 27 und 41 
47 | 30 , 382 


Von besonderem Interesse ist dabei der Umstand, da8 nur nicht- 
hamolysiertes (mit Heparin versetztes) Blut noch anoxybiotisch wirksam 
ist. Es ist dieses ein Beweis mehr, daB es sich in der Tat um Glykolyse 
als Quelle der Strahlung bei KCN-Zusatz handelt, da die Herabsetzung 
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des glykolytischen Vermégens des himolytischen Blutes seit den 
Arbeiten von Rona und Warburg bekannt ist!. 

Ein weiterer, allerdings negativer Beweis fiir die Bedeutung der 
Glykolyse als Strahlungsquelle im Blute ist schlieBlich in der Wirkung 
des Zusatzes des NaF zum Blute zu erblicken, der, wie bekannt, alle 
fermentativen Prozesse und insbesondere auch Glykolyse vollstandig 
inhibiert. Der mitogenetische Effekt blieb hier in der Tat véllig aus. 


Tabelle VI. 
Priifung der Induktion des Blutes bei Zusatz von NaF + MgSQ,. 





Induktionseffekt 
Oly 
Rattenblut mit t MgS0,- Zemte paren NaF, als Kontrol) ‘ "85 
1. Dasselbe mit NaF versetzt ... a — 0,2 
2. * ‘ ‘ ‘ i Wi U0 0 Re CON, ere erate —1,3 
ee eee +40 


II. Das Verhalten des Hungerblutes. 


Die im vorangehenden mitgeteilten Erfahrungen geben uns eine 
gewisse Richtschnur zur Analyse des Verhaltens des Hungerblutes. 
Als Versuchsobjekte wurden hier vorwiegend Ratten, in einer Anzahl 
von Versuchen auch Hunde benutzt. Die Karenz wurde bei Ratten 
bis auf einen Gewichtsverlust von rund 30°, getrieben (was in der 
Regel 4 bis 5 Tage des Hungerns voraussetzt), bei Hunden versagt 
das Blut mitogenetisch in der Regel schon nach zweitagigem Fasten. 
Der mitogenetische ,,Hungereffekt’ scheint ganz konstant zu sein, 
wir stieBen auf keine einzige Ausnahme. Es wurden Versuche sowohl 
mit hamolysiertem Hungerblut als auch mit dem Serum von Hunger- 
tieren (meist Hunden) durchgefiihrt (letzterenfalls natirlich unter 
H,0,-Zusatz). 


Wili man zur Erklarung des Hungereffekts die im vorangehenden 
gesammelten Erfahrungen verwerten, so mu8 vor allem die wohl als 
feststehend zu betrachtende Tatsache beriicksichtigt werden, daB 
der Blutzuckerspiegel im allgemeinen durch den Hunger nur wenig 
beeinflu8Bt wird und nach einer unbedeutenden initialen Herabsetzung 
im weiteren Verlauf sich annaihernd konstant erhalt, um schlieBlich 
praagonal wieder anzusteigen. Versagt demnach das Hungerblut 
mitogenetisch, was auf das Ausbleiben oder zum mindesten eine be- 


1 Es ist allerdings dabei zu beriicksichtigen, daB in den Versuchen 
von Rona die Verdiinnung des Blutes mit destilliertem Wasser viel weit- 
gehender als bei uns getrieben wurde und wir daher keinen Grund haben, 
von vélligem Schwund der Glykolyse zu sprechen. 


94* 
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deutende Hemmung der Glykolyse hinweist, so kann es nicht am bloBen 
Mangel an Glykose im Hungerblut liegen. Ahnlich diirften auch die 
Verhaltnisse mit der zweiten Gruppe der ,,mitogenen“ Kérper im 
Blute — den Polypeptiden bzw. Aminosiuren — liegen, obwohl spezielle 
quantitative Bestimmungen derselben bei starker Inanition, soweit 
ersichtlich, nicht vorliegen. Die neuesten Angaben Londons, die sich 
auf den ,,niichternen‘‘ Zustand beziehen, sprechen von relativ geringen 
Schwankungen, die an sich fiir den vélligen Schwund der oxydativen 
mitogenetischen Strablung im Blute wohl kaum verantwortlich gemacht 
werden kénnen. 


Es kann sich angesichts dieser Tatsachen nur um eine eigenartige 
Hemmung der sowohl der Glykolyse als den oxydativen Vorgingen 
zugrunde liegenden fermentativen Prozesse handeln. Diese wohl un- 
abweisbare Konsequenz ]aBt sich experimentell erharten. 


Wenn es sich um Analyse einer Hemmung eines fermentativen 
Vorganges handelt, so lassen sich mit Michaelis und Rona' folgende 
Méglichkeiten konstruieren: 1. Hemmung der Fermentproduktion, 
2. Verarmung des Substrats der Fermenttatigkeit, 3. Ablenkung des 
Ferments vom Substrat durch Auftreten eines Stoffes mit gréferer 
Affinitat zum Ferment, 4. Verfestigung der normalerweise lockeren 
Bindung zwischen Ferment und Substrat. 


Wenn wir diese Eventualitaéten auf unsere Erscheinungen an- 
zuwenden versuchen, so ]aBt sich auf Grund des vorangehenden nur 
der unter 2. erwahnte Fall ausschlieBen. Ob eine Entscheidung zwischen 
den iibrigen Méglichkeiten in genauer Form miéglich ist, wird sich 
aus dem weiteren ergeben. Wir wollen zuniachst von einer Voraus- 
setzung allgemeinerer Art ausgehen, nimlich, daB es sich um eine 
, Schwichung“ der in Betracht kommenden Fermente bzw. ihrer Wirkung 
handelt, ohne eine nahere Definition dieses Begriffes zu geben. Bleibt 
unter diesen Bedingungen ein nachweisbarer Effekt der nur schwach, 
gewissermaBen subliminal ablaufenden fermentativen Prozesse aus, 
so besteht eine gewisse Hoffnung, deren Intensitét durch Zunahme 
der Konzentration des Substrats zu erhéhen, da fiir die Ferment- 
wirkung das Massenwirkungsgesetz in allgemeiner Form zu gelten 
pflegt. Diesem Gedankengang folgend, haben wir versucht, die Kon- 
zentrationen der beiden in Betracht kommenden Substrate in be- 
deutendem MaBe zu erhéhen, und fanden sofort unsere Voraussetzung 
in vollem MaBe bestatigt. 


Wir miissen hier gesondert die Wiederherstellung der Glykolyse 
und der oxydativen Prozesse behandeln. 


1 Michaelis und Rona, diese Zeitschr. 1914. 
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A. Wiederherstellung der glykolytischen Strahlung. 

Wir haben uns hier mit dem einfachsten Verfahren, Zusatz eines 
Tropfens einer 5° ,igen Glykoselésung zu einer annihernd gleichen 
Menge des haimolysierten Blutes begniigt. Da das Tier in den meisten 
Fallen nicht geopfert wurde und die Blutentnahme aus der Schwanzvene 
geschah, wobei sofort hamolysiert werden muBte, lieB sich die wirkliche 
Konzentration des Zuckers im Gemenge natiirlich nicht genau be- 
stimmen. Das Verfahren garantierte nur einen sehr bedeutenden 
Uberschu8 im Vergleich zur Norm, was, wie wir noch sehen werden, 
offenbar wesentlich ist. Bei jedem Induktionsversuch mit Zucker- 
zusatz wurde natiirlich als Kontrolle auch mit dem gleichen Hungerblut 
ohne Glykose induziert. 

Die Ergebnisse sind in Tabelle VII zusammengestellt. 


Tabelle VII. 
Induktion mit Hungerblut ohne und mit Zusatz von Glykose. 





Jersuches | Ohne Glykose | Mit Glykose (annahernd 2°/) 

paar Jo y y % ° Tierart 
1 — 25 + 21 Ratte 
2 — 5 + 44 und 60 % 
3 — 2,0 + 89 cs 
4 0 + 36 Hund 
5 + 9,8 
6 —18 
7 + 10 
8 — 25 ‘ 


Da gleichzeitig in unserem Laboratorium das Verhalten des 
carcinomatésen Blutes studiert wurde und von L. Gurwitsch der friih- 
zeitige Schwund des Strahlungsvermégens desselben nachgewiesen 
werden konnte, haben wir auf Anregung von Frau Dr. Gurwitsch auch 
eine Anzahi Versuche mit carcinomatésem Blute durchgefiihrt, die 
zum gleichen Ergebnis wie diejenigen mit dem Hungerblut: fiihrten. 


Tabelle VIII. 


Induktion mit dem Blute carcinomatéser Méuse ohne und mit Glykosezusatz. 








Versuchss | Ohne Glykose Mit Glykose (annahernd 2°/,) 
nummer i % 0/5 
1 + 2,4 + 38 
2 + 3,2 + 40 
3 + 0,5 + 25 
4 — 3,3 + 30 
5 — 7,0 + 31 
6 — 5,0 + 25 
7 +1,5 + 28 
8 Wiederholung von 6 mit 
Zusatz von 0,2% Glykose — 8 
9 Wiederholung von 7 wie in 8 + 1,5 
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Die Versuche 8 und 9 lehren uns, daB ein bedeutender Uberschu8 
von Glykose fiir den Erfolg wesentlich ist, da eine Zuckerkonzentration 
im Blute, die die Norm wohl um das Dreifache iibertrifft (Versuche 8 
und 9), unter den gegebenen Verhaltnissen noch ohne sichtbaren Erfolg 
fiir das Zustandekommen der Induktion bleibt. 


B. Wiederherstellung der oxydativen Strahlung. 


Die Versuche wurden mit dem Serum von Hungertieren (Ratten 
und Hunden) angestellt, und zwar 1. unter Zusatz von H,O, allein, 
2. von H,O, + Glykose und 3. von H,O,+ Polypeptide. Letztere 
wurden durch Verdauung von Fibrin mit aktiviertem Pankreassaft 
vom Hunde gewonnen. Die Biuretreaktion blieb nur in Spuren er- 


halten!. 
Tabelle IX. 


Induktion mit Hungerserum von Ratten und Hunden. 

















Versuchss | Hungerserum + H, 0, + ae He Oz ors agar: Of — 
nummer % 0 i 0 # 
| 
1 — 0,2 0 Ratte 
2 + 10,5 — . ‘ a= 
| (Zweifelhafter | ok 

* 4 + 20 + 18{ Hungerfall!) 

4 | +2 i i 

5 | + 1,5 — 18 + 37 

6 } + 1,5 — 18 + 69 | Hund, 

= + 1,5 — 18 + 31 (1. Tier 

9 | — 2 — 15 + 27 

10. | — 2 — 1,5 + 52 | 

11 | — 2 — 15 + 35 ‘2. Tier 

12 | — 2 — 15 | + 52 

18s — 2 — 15 + 30 


Die Ergebnisse sind wiederum eindeutiger Art: Zusatz von Glykose 
zum Hungerserum bleibt ohne Erfolg, die oxydablen, mitogenen Koérper 
im Blute sind, wie auch vorauszusehen war, nicht Glykose, sondern 
Polypeptide (eventuell Aminosauren *). 


Wenn wir jetzt die Erfahrungen mit dem glykolysierten Blute 
und dem Serum der Hungertiere zusammenstellen, so sehen wir eine 
vollstandige prinzipielle Ubereinstimmung beider, die nur dahin inter- 
pretiert werden kann, daB eine Hemmung der fermentativen Wirkung 


1 Wir benutzen die Gelegenheit, um Herrn Prof. J. Rasenkoff, Direktor 
des physiologischen Instituts fiir Gewerbekrankheiten, Herrn Prof. 
B. Lawrentieff und den Mitarbeitern des Institutes fiir die giitige Uberlassung 
der Sera von Hunden und des Pankreassafts, sowie fiir wertvolle Rat- 
schlage unseren ergebensten Dank auszusprechen. 
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im Hungerblut vorliegt, die sich in gleichem MaBe auf beiderlei Vor- 
giinge erstreckt und durch bedeutende Anreicherung des Substrats 
auf Grund des Massenwirkungsprinzips tiberwunden werden kann. 
Es sei hier vorweggenommen, dai, wie dies in der nachfolgenden 
Mitteilung auseinandergesetzt wird, eine tibermaBige Konzentration 
des Substrats (Zusatz von 10°, Glykose) wiederum hemmend wirkt, 
was sehr gut mit den allgemeinen Erfahrungen iiber Fermente iiberein- 
stimmt. 

Wir haben es versucht, die Hemmung auch auf anderem Wege 
nachzuweisen, muften uns aber leider aus verschiedenen Griinden 
auf einen einzigen Versuch beschranken, der allerdings der Erwartung 
gemaB ausfiel und in bester Ubereinstimmung mit den gleichzeitig 
in unserem Laboratorium im Gange befindlichen analogen Versuchen 
am Cancerblut, tiber die in der nachfolgenden Mitteilung .berichtet 
wird, steht. 








Tabelle X. 
Induktion mit einem Gemisch von Hungerblut und normalem Blut (Hund). 
: ins cigs ince 3 Induktionseffekt 
am = — °lo = 
EI OS a, + 9 ; 
a rea area ea Nae + 36 
Hungerblut + Normalblut ... . +11 


Es wurde das Blut eines Hungertieres mit einem solchen des 
normalen Tieres (Hunde) vermengt und mit dem Gemenge induziert. 
Je ein Kontrollversuch mit den beiden gesonderten Anteilen ergibt, 
wie zu erwarten, einen Induktionseffekt letzterenfalls und einen Null- 
effekt beim Hungertier. Auch die gemischte Portion, mit der zwei 
Versuche angestellt wurden, ergab einen als Nulleffekt zu betrachtenden 
Wert, was wohl nur als Hemmung seitens des Hungerblutes aufgefaBt 
werden kann. . 

Wir miissen uns vorlaufig versagen, iiber die Natur dieser Hemmung 
Vermutungen auszusprechen, die sich zurzeit noch nicht begriinden 


lieBen. 


Zusammenfassung. 


1. Die mitogenetischen Strahlungsquellen des Saugerblutes sind 
(und zwar im Gegensatz zum Froschblut) von zweierlei Art: es handelt 
sich erstens um Glykolyse, zweitens um Oxydation von Polypeptiden 
(eventuell auch Aminosauren). 

2 Das Versagen der mitogenetischen Strahlung des Hunger 
blutes beruht auf einer Hemmung der beiden in 1. erwahnten fermen- 
tativen Vorgiange. 








Das mitogenetische Verhalten des Blutes Carcinomatéser. 
Von 
Lydia Gurwitsch und S. Salkind 
unter Mitwirkung von A. Lapzinski und A. Martinoff. 


(Aus dem histologischen Institut der ersten Universitaét Moskau.) 


(Eingegangen am 6. Juni 1929.) 


In einer vorangehenden Arbeit aus unserem Laboratorium! 
wurde auf die Tatsache hingewiesen, daB das Blut carcinomatéser 
Mause sein mitogenetisches Vermégen einbii&t. Eine genauere Schil- 
derung und Analyse dieses Phinomens soll in der vorliegenden Arbeit 
versucht werden, wobei wir vielfach Bezug auf die (vorangehende) 
Untersuchung von A. Potozky und I. Zoglina iiber die mitogenetische 
Strahlung des Blutes unter normalen Verhaltnissen und im Hunger- 
zustande nehmen werden. 

Die Untersuchung zerfallt naturgemaB in drei Teile: 1. den Nach- 
weis der Konstanz des Phanomens bei Tieren und beim Menschen, 
2. die Priifung der Spezifitdt desselben, d.h. eine Nachpriifung der 
mitogenetischen Strahlung des Blutes von gesunden und mit ver- 
schiedenen Krankheiten behafteten Individuen. 3. Versuch einer 
Analyse und Deutung des Phanomens. 


Methodik. 


Es wurde ausschlieBlich mit unserer Hefemethodik gearbeitet, die 
schon vielfach in den vorangehenden Arbeiten aus unserem Laboratorium 
und neuerdings in erschépfender Weise von A.Gurwitsch in Abder- 
haldens Handbuch biologischer Arbeitsmethoden geschildert wurde. 
Es werden aus einer Hefe-Bierwiirzeagar-Kultur der Hefeart Nadsonia, 
die den Vorzug hat, nicht thermophil zu sein, einige Blécke von etwa 
leem Oberfliche herausgeschnitten, von denen einer als Kontrolle, 
die iibrigen als Detektoren zur Induktion benutzt werden. Der Blut- 


1 Zeitschr. f. Krebsforschung 29, H. 3. 
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tropfen wird in die vielfach geschilderten Kapillarkammern eingefiihrt 
und auf etwa 3 bis 4mm Entfernung von dem Hefebelag fiir etwa 
15 Minuten aufgestellt, daraufhin entfernt. Die Anstrichpriparate 
von der Induktionsstelle und von dem Kontrollblock werden nach 
Ablauf von 2 Stunden nach Beginn der Exposition gemacht. Da das 
Blut wahrend der Expositionszeit unbedingt vor Gerinnung geschiitzt 
werden mu, wird von uns in zweifacher Weise verfahren: entweder 
wird frisch entnommenes Blut durch Verdiinnung mit destilliertem 
Wasser zur Hamolyse gebracht oder zur Halfte mit einem gerinnungs- 
hemmenden Mittel versetzt. Als solches kam in unseren Versuchen 
mit bestem Erfolg MgSO, in etwa 2°,iger Lésung zur Anwendung. 
Uber den relativen Wert der beiden Methoden mége in der oben an- 
gefiihrten Arbeit von Potozky und Zoglina nachgeschlagen werden. 

Eine bedeutende Vereinfachung der Methodik liegt auBerdem 
darin, daB man auch mit auf FlieBpapier eingetrockneten Blutstropfen 
arbeiten kann. Der Blutfleck wird herausgeschnitten und mit mini- 
malen Mengen destillierten Wassers bis zur Abgabe des Blutfarbstoffes 
angefeuchtet. Das dunkelrotbraunliche lackfarbene Blut wird sofort 
in die Kapillarkammer gebracht. Eine groBe Serie von Versuchen 
an gesunden und auch kranken (nicht carcinomatésen) Personen und 
Versuchstieren, die keinen einzigen Fehlschlager gab, biirgt vollstandig 
fiir die Zuverlissigkeit dieser Methodik. Das Blut wurde auf Filtrier- 
papier bisher nie langer als 48 Stunden aufbewahrt. Ob es auch noch 
weiter sein mitogenetisches Vermégen erhalt, wurde bisher nicht ge- 
prift. Uber die Zahlkriterien der Hefepriparate diirfen wir uns auf 
die vorangehenden Arbeiten aus unserem Laboratorium beziehen. 


Das Verhalten des Blutes carcinomatéser Mduse. 


Unser Mausestamm (Zhrlichsches Adenocarcinom) biiBt das 
auch fiir Mause konstante mitogenetische Vermégen schon friihzeitig 
und ausnahmslos ein. Wir fiihren gesondert die Versuche mit aus- 
gesprochenen, zum Teil bereits sehr groBen Tumoren und solche mit 
Friihstadien an. Letztere sind von besonderem theoretischen Interesse. 

Unsere Impfausbeute betragt praktisch 100°,. An Miausen des 
Frankfurter Stammes, die etwas kleiner als die einheimischen Rassen 
sind, 148t sich 8 bis 9 Tage nach der subkutanen Implantation bereits 
sehr deutlich ein etwa kirschkorngroBer Tumor durchtasten, bei 
den anderen Rassen gelingt dasselbe etwa vom 12. bis 13. Tage an. 
Wird nun das Blut geimpfter Tiere gepriift, so sehen wir das mito- 
genetische Vermégen des Blutes schon etwa vom 5. Tage an schwinden, 
d.h. noch ehe ein deutliches Impfresultat nachweisbar ist. Das Ver- 
sagen der mitogenetischen Strahlung gehért demnach zu den Friih- 
erscheinungen des carcinomatésen Wachstums. 
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Tabelle I. 
Nulleffekt bei Induktion mit Blut carcinomatéser Mause und Wieder- 
herstellung des Induktionsvermégens nach Glykosezusatz. Die Zahlen 
geben die Differenz zwischen Induktion und Kontrolle. 











| Dieselben Tiere nach Glykosezusatz zum 
himolysierten Blute 
0/ 


Ohne Glykose 
oO; 

















SMR E eS aS TI eM me . 
1. +2,5 11. —5,0 
2. +25 12. —7,0 
3. +5,0 13. 0 
4. —3,5 14. + 1,0 
5. —7,5 15. +24 15a. 38 
6. + 2,5 16. +3,2 16a. 40 
7. +5,0 17. +0,5 17a. 25 
8. + 7,0 18. —33 18a. 30 
9. —6,0 19. —7,0 19a. 31 
10. —8,0 20. —5,0 20a. 25 
21. +1,5 21a. 28 
(Nr. 11 bis 21 nach Versuchen von A. Potozky und J. Zoglina.) 
Tabelle II. 
Schwund der mitogenetischen Strahlung nach Uberimpfung des Carcinoms. 
Nr. des : 
Versuchss Tage nach der Uberimpfung und entsprechender Induktionseffekt in °/) 
tieres 
big 3 Tage 5 Tage 
| 46% 3.3% (kleine, kaum abtastbare 
; Geschwulst) 
2 3 Tage 5 Tage 9 Tage 
i 18% 49% 4% (kleine Geschwulst) 
3 | 3 Tage 6 Tage 
| 30% — 2,5% (kleine Geschwulst) 
4 3 Tage 6 Tage 
| + 50% i. ‘ 
5 83 Tage 6 Tage 
82% 01% . * 
Soy 6 Tage 9 Tage 11 Tage 
|} +27% +11% , fee ‘ 
7 I 8 Tage 5 Tage 7 Tage 
I + 33% —7% + 45% - " 


Das Blut Carcinomkranker'. 


Durch das freundliche Entgegenkommen der Universitatskliniken 
war es uns mdglich, eine gréBere Zahl carcinomatéser Kranker zu 





1 Wir verdanken unser Material der Freundlichkeit von Prof. A. Jarotzky 
und Mitarbeiter, Frau Dr. Lunkewit, Frl. Dr. O.Wilenkina, Frl. Dr. J. Poltewa, 
Herrn Dr. W. Pirlik, Herrn Dr. W. Rawin, Herrn Dr. S. Wail und dem 
Personal der Chirurgischen Kliniken der Universitat und sagen Allen unseren 
besten Dank. 
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priifen. Die Ergebnisse sind tabellarisch zusammengestellt. Es sei 
noch speziell hervorgehoben, daB das glatt negative Resultat der 
Induktion alle gepriiften Fille betrifft, d.h. kein einziger Fall von 
sicherstehendem Carcinom den mitogenetischen Effekt ergab. Schwie- 
riger zu deuten sind natiirlich die Falle, die mit der Diagnose ,,ver 
dachtig auf Cancer‘ einliefen, sofern weitere Angaben iiber den Fortlauf 
ihrer Erkrankung ausbleiben. Die hiesigen Verhaltnisse erschweren 
hochgradig eine derartige Nachpriifung. Wir miissen uns daher in 
der Frage, ob das Ausbleiben der mitogenetischen Strahlung zu den 
Friiherscheinungen gehért, vorlaufig sehr reserviert verhalten, obwohl 
unsere oben angefiihrten Erfahrungen mit den Carcinommausen ent- 
schieden dafiir sprechen!. 


Tabelle III. 


Blut von carcinomatésen Kranken. 














Diagnose ly 
DP aa ogee Wg a ACO ee eS — 4 
2. tt I hk See ea es eg Geek al — 2 
ee EE re eae gy goatee we ee ee 0 
4.  ,  peritonei — § 
a i oe — 10 
6. ,  oesophagi . —10 
fs a ventriculi — 2,5 
8. 2 pulmonis . + 7 
9. »  ventriculi . . + 8 
10. a coli. . + 8 
My Angabe d des ) Organs) + 7 
12. »  mammae — 18 
13. — 8 
14. Lymphosarkom oe ‘ — |i 
15. Sarcoma femoris, 1 Jahr nach Operation, ohne recidiv . + 23 
3 a a ees Mo el 
ee IG og 8S eg Ue) pe Ww eee + 7 


Die Abgrenzung des Phdnomens gegen andere Krankheiten. 


Wir haben uns auf eine relativ kleine Statistik sowohl an gesunden, 
wie an in verschiedenster Weise erkrankten Personen beschrankt. 
Unser Material ist aber, wie uns scheint, durch die imponierende Gleich- 
artigkeit der Ergebnisse von Wert. In keinem Falle von ,,gesunden* 
Personen versagte niaimlich der Induktionseffekt, wobei natiirlich 





1 Wir méchten bei dieser Gelegenheit ganz ausdriicklich betonen, daB 
die Frage itiber eine eventuelle diagnostische Bedeutung unserer Befunde 
ganz auBerhalb unserer Interessensphdre liegt und wir uns kein Urteil dariiber 
anmaBen. Wir haben auch dementsprechend unsere Statistik nur so weit 
ausgebaut, als es zum Nachweis, daB das Phinomen des Strahlungsschwunds 
des Blutes fiir den Cancer typisch (nicht aber, daB es auch spezifisch) ist, 
notwendig war. 
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der Begriff des ,,Gesundseins‘ in einem vagen, allgemeinen Sinne 
des Wortes gefaBt wird. Es wurde einfach das Blut vom Laboratoriums. 
personal und von sonstigen sich freiwillig zur Verfiigung stellenden 
Personen genommen. 
Tabelle IV. 
Blut gesunder Personen. 











Induktionseffekt Induktionseffekt Induktionseffekt 
%Jo %o 9% 
1. + 23 6. +49 11. + 30 
2. + 33 7. +41 12. + 32 
3. + 46 8. + 52 13. + 27 
4. + 30 9. + 36 14. +19 
5. + 24 10. + 32 15. + 42 


In der Wahl der zu priifenden Erkrankungen war fiir uns vor 
allem die Tuberkulose von Interesse, da die Erfahrungen von Potozky 
und Zoglina mit Hungerblut uns naturgemif auf Erkrankungen 
lenkten, die mit schweren Stérungen des allgemeinen Ernahrungs- 
zustandes des Organismus einhergehen. Drei Versuchsserien mit ge- 
impften Meerschweinchen ergaben iibereinstimmend, daB das mito- 
genetische Induktionsvermégen bei gréSter Auszehrung der Tiere 
bis unmittelbar zu ihrem Tode anhielt. Ebenso positiv sind die Er- 
gebnisse einer Reihe mittelschwerer und schwerster Tuberkulosefille 
des Menschen. Von der akuten Infektionskrankheiten miissen die- 
jenigen ausgesondert werden, die mit protrahierter Karenz der Patienten 
einhergehen, da hier eventuelle negative Ergebnisse natiirlich auf 
Konto letzteren Umstandes gesetzt werden kénnen. Wir sehen jedenfalls 
aus der Tabelle, daB eine Reihe akuter schwerer Erkrankungen unter 
voélliger Erhaltung des mitogenetischen Strahlungsvermégens ablaufen. 


Tabelle V. 
Mitogenetische Strahlung aus dem Blute tuberkuléser Meerschweinchen. 





Zeit der Blutentnahme 
(in Tagen nach der Infektion): 2 9 12 15 id 








1. Tier. Gewicht ing 510 590 | 505 | 438 386 
Induktionseffekt in % 50 40) 39 0,25 (Tot, aber noch warm vor- 
gefunden.) 
2. Tier. Gewicht ing | 635 770 705 650 645 
Induktionseffekt in % | 55 55) 55 60 Tot vorgefunden. 
3. Tier. Gewicht ing 457 479 | 422 419 414 


Induktionseffekt in % 63 | 42) 57 70 | Starb wahrend der Blutent- 
nahme. Blut aus der Carotis 
(agonal entnommen) 20%, 
Blut aus dem rechten Vorhof 
0,9%. 
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Desgleichen (5 Taze nach der Operation): 19a. . . . . . . + 29° 
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Tabelle VI. 


Das mitogenetische Verhalten des Blutes bei verschiedenen Krankheiten. 


Gruppe I: Persistenz des mitogenetischen Strahlungsvermégens. 


i SS Bo a OR OS ae 
3. . + 38% 
3. - + 49% 
4. + 41% 
5. 29% 


B. Tuberkulése Meningitis (dritte We oc ha, se iain Inanition) 


ee Ci ee ae ee ee. 2 ae ee ee 

ere See Se wae oe. 

Lues: a) sekundare, nach ‘Silieentioe: rh ae lL 
Be... + 46% 

b) florida, nicht behandelt : St a eee os} 
Typhus exanthematicus (elfter Tag): OG S's <a 8. 
Zerebrospinalmeningitis : Bees a eo se + oe 
Serer 8 

Diabetes : ae ee ree i A 
Uleus ventriculi seu duodeni: Bet hs SS OR 
Bis 4% 2 0 ee 

ies -+. 6 64 + eee 

(Verdacht auf Cancer) 17........+35% 

Eitrige Pleuritis: _ re 
(der gleiche Fall einige Tage spiiter): 18a. ......+25% 
Osteomyelitis (nicht operiert): ee rei ae 


Gruppe B. Schwache bzw. fehlende mitogenetische Induktion. 


Septikamie : Raw. se Se 
(gleicher Fall nach 2 Tagen): ee aa ee 
Pyamie: eae pers FS 
Gangran der Zehe: Bua iy ey, ee ae 
Anadmia perniciosa : Ca eae SS ee ae 
Leukaimia myeleoides : 5 - 1,0° 
Vergiftung mit Nitrobenzol (Ratten): 6 + 2,19 
7 + 1,0° 

8 1,0° 


Blut von Kranken mit gutartigen Geschwiilsten. 








. Induktionseffekt 
Diagnose Ol 
Fipompoma memes. £5... tk + 55 
Struma Basedowi. . . NS ee ag + 40 
Adenoma gland. Thyreoid. . ELT ri ae ae + 50 
Struma (Verdacht auf Basedow) . Ae aaa + 53 


Alles in allem ist demnach das mitogenetische Blutbild des Cancers 
als fiir denselben sehr charakteristisch zu bezeichnen. Wir vermeiden 
das Wort ,,spezifisch“‘ nicht nur aus dem Grunde, weil zu einer der- 
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artigen Charakteristik eine viel reichere Statistik als eine solche bisher 
vorliegt zur Voraussetzung gehért, sondern weil auch Blutkrankheiten 
zum Strahlungsschwund fiihren, und vor allem, weil unsere experi- 
mentellen Ergebnisse eher gegen die Spezifitat des Phinomens im 
Sinne einer athiologischen Einheitlichkeit sprechen. 


Versuch einer Analyse des Phdnomens. 


Die Erfahrung, daB bei geimpften Mausen der Schwund der mito- 
genetischen Strahlung zu den friihesten Erscheinungen des Gesamtbildes 
gehért, wo von ernsten Ernahrungsst6érungen wohl kaum die Rede 
sein kann, lieB von vornherein vermuten, daB wir es mit einer Er- 
scheinung zu tun haben, die nicht so ohne weiteres den von Anikin, 
Potozky und Zoglina erhobenen Befunden am Hungerblut in Parallele 
gesetzt werden kénnen. Es war vielmehr zu vermuten, daB von dem 
Impfmaterial in das Blut ein Stoff ausgeschieden wird, der die normalen, 
zur Entstehung der mitogenetischen Strahlung fiihrenden Prozesse 
im Blute irgendwie hemmt. Unsere Versuche beweisen in wohl ein- 
deutiger Weise, daB diese Vermutung des Richtige trifft. 


a) Nachweis der hemmenden Wirkung des Cancerblutes'. 


Mischt man einen Tropfen hamolysierten Blutes einer gesunden 
Maus mit gleicher oder auch geringerer Menge eines solchen eines 
carcinomatésen Tieres, so verlaufen die Induktionsversuche mit dem 
Gemenge meist negativ. Die Gesamtverdiinnung des Gemenges itiber- 
trifft dabei keinesfalls die bei unseren sonstigen Versuchen tiblichen 
Normen. 

Tabelle VII. 


Unterdriickung der Strahlung aus normalem Blute durch Beimengung 

eines gleichen Volumens von Cancerblut (nach Versuchen von Lapzinski 

und Martinoff). (Bei jedem Versuch wurde fiir die drei Blutproben eine 
gemeinsame Hefekultur und Kontrolle genommen.) 

















Induktionseffekt 
Nr. I Il 1+II 
Normales Blut Cancerblut | Beide zu gleichen Teilen 

Fy Fy %, 

1 + 30 —12 + 0,7 
2 l + 60 —1,0 | + 5 
8 | + 28 — 3,0 | — 10 
ar + 40 i ee 
em + 38 | —3 | + 2 
6 | + 88 —3 | + 10 
7 | + 48 +5 + 6 


(Versuche Nr. 1 bis 6 mit Mauseblut, Versuch Nr. 7 mit Menschenblut.) 


1 Auf Anregung von Herrn Dr. B. Kedrowski von Herren A. Lapzinski 
und D. Martinoff durchgefiihrt. 
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b) Hemmung der mitogenetischen Strahlung durch 
Injektion von zellfreiem Cancerextrakt. 

Eine frisch herauspriparierte, zum gréBten Teile nekrotische 
Geschwulst der Maus wird unter Ringerzusatz steril in einem Porzellan- 
morser zerrieben und sofort zentrifugiert. Die abzentrifugierte, zellfreie, 
leicht opaleszierende Flissigkeit wird Mausen (und auch Ratten!) 
injiziert (1 bis 2ccm). Innerhalb der ersten 3 bis 4 Tage nach der 
Injektion versagt die Induktionswirkung des Blutes bei der iiblichen 
Versuchswirkung vollstandig. (Es wurden bisher nur die Zeiten zwischen 
24 und etwa 72 Stunden, nicht dariiber hinaus, gepriift.) Es wurde 
in einem Falle einer Ratte Cancermaterial der Maus in iiblicher Weise 
implantiert und das mitogenetische Vermégen des Blutes nach 4 Tagen 
geprift. Das Ergebnis war auch hier glatt negativ. 


Tabelle VIII. 
Unterdriickung der Strahlung durch Injektion von Cancerextrakten. 


1. Ratte. Injektion von 2ccm eines zellfreien, mit Ringer verdiinnten 
Zentrifugats aus einem Cancerbrei. 











Zeit der Blutentnahme i 3 , 4 ° 
(in Tagen nach der Injektion): | 
Induktionseffekt: 
a) Mit hamolysiertem Blute ... . +7% + 0,18 % + 62% 
b) , Zusatz von Glykose.....| —2% — 0,18 °° + 50% 


2. Ratte. Blutentnahme 4 Tage nach Injektion wie in 1. Induktions- 
effekt 0,9%. 


3. Zwei Mause, 36 Stunden nach Injektion von lecm wie in 1. und 2. 
Induktionseffekte: 0,9 und 10%. 


4. Zwei Mause. 48 Stunden nach Injektion wie in Versuch 3. 





i. Maus 2. Maus 
%, %g 
a) Hamolytisches Blut. .......2..:../4 12 | 8 
b) a ee 55 32 
¢) = eee ae 80 | 40 


ec) Injektion von nicht spezifischen Autolysaten. 


Angesichts dieser Erfahrungen mu8 vor allem die Frage auf- 
geworfen werden, ob die hemmende Wirkung des in die Blutbahn 
gelangten zellfreien Zentrifugats aus vorwiegend nekrotischen Cancer- 
massen fiir dieselben spezifisch sei? Vorangehende Erfahrungen iiber 
das Strahlungsvermégen carcinomatésen Detritusmaterials! lieBen 
von vornherein einige Zweifel in dieser Hinsicht aufkommen: es hat 


1 Zeitschr. f. Krebsforschung, Bd. 29, Heft 3. 
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sich namlich erwiesen, daB sterile Autolysate normaler Gewebe (Leber 
und namentlich Niere) in dieser Hinsicht den Cancergeweben gleich- 
kommen, und daB es sich héchstwahrscheinlich im wesentlichen um 
Begleiterscheinungen proteolytischer Spaltungen handelt}. 

Es ergab sich nun, da auch die eigenartige hemmende Wirkung 
des Cancerzentrifugats auf die mitogenetische Strahlung des Blutes 
offenbar nichts fiir den Cancer Spezifisches darstellt: wird steril 
wihrend 24 Stunden in Ringer aufbewahrtes Nierengewebe unter 
Ringerzusatz zu einem Brei verrieben und von der triiben, von gréberem 
Bodensatz freien Fliissigkeit etwa 1 ccm Miausen injiziert, so versagt 
ihr Blut nach Verlauf von 24 Stunden ebenso vollstandig, wie in den 
vorangehenden Versuchen mit Carcinomextrakten. Es handelt sich 
daher wohl allem Anschein nach ebenfalls um gewisse nicht spezifische, 
bei Autolyse entstehende Stoffe. 

















Tabelle IX. 
Unterdriickung der Strahlung durch Injektion von Autolysaten von Nieren. 
es ee ees ee ee ee 
Seat - Hamolysiertes | Reine 
Tier Tage nach Injektion Himolyse | rae ee Blut + Hefe Hefe 
lo lo % %9 
1. Maus. Vor Injektion. ... 7 — —_— — 
1 Tag nach Injektion || — 3 - 70 y 
2. , . (|| VorInjektion....]) ? _— — i 
2 Tage nach Injektion — 3 — | 60 10 
3. , . | 1 Tag nach Injektion 0 — | — — 
2Tage , ‘: ae —7 | — _ 
3 - - . 0 | + 3 i oe = 
6 yi fF BARB ‘ +6 | +1 49 — § 


d) Der prasumierte Mechanismus der Hemmungswirkung. 


Die Untersuchungen von Potozky und Zoglina brachten den woh! 
eindeutigen Beweis, daB das mitogenetische Vermégen des Siauger- 
blutes auf einer zweifachen Basis beruht: es ist dieses erstens die Glyko- 
lyse, die sich sowohl im intakten als auch im hamolysierten Blute 
nachweisen laBt, und zweitens ein oxydativer Vorgang, der sich offenbar 
auf Polypeptide (eventuell Aminosiuren) bezieht und auch im Serum 
nachweisbar ist. Dem Blute der iibrigen Wirbeltiere (mit kernhaltigen 
Erythrozyten) ist, soweit ersichtlich, nur die zweite, oxydative Quelle 
eigen”. 


1 Vgl. A. und L. Gurwitsch, Zeitschr. f. Krebsforschung 29, H. 3. 
2 Die Glykolyse des Blutes ist in diesen Fallen nach Warburgs Angaben 
sehr gering. 
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Schwindet die Induktion aus dem Siaugerblut, so miissen offenbar 
beide Quellen irgendwie betroffen sein, da, wie die Versuche von 
Potozky und Zoglina zeigten, normales Saugerblut auch unter Zusatz 
von KCN (n/1000), d.h. vollstaéndiger Lahmung aller Oxydations- 
vorgange, noch mitogenetisch strahlt, was nur auf Glykolyse _ be- 
ruhen kann. 


Es 1|aBt sich natirlich nicht wohl an irgend eine nennenswerte 
Abnahme des Blutzuckers bzw. der stickstoffhaltigen Komponenten 
unter den oben [unter a) bis d)] angefiihrten Versuchsbedingungen 
denken. Es kann sich natiirlich nur um eine Hemmung der beiden 
in Betracht kommenden Fermente (des glykolytischen und _ eines 
Oxydationsfermentes, eventuell Katalase?') handeln. Der Begriff 
der ,,Hemmung* bleibt dabei zunachst noch unbestimmt. Es kann 
sich erstens um eine solche der Produktion der Fermente ‘im Blute 
handeln. Ebensogut ist aber auch eine echte Hemmung ihrer Betatigung 
denkbar, und zwar in Anlehnung an den Gedankengang Michaelis’ 
kann eine solehe wiederum von zweifacher Art sein. Der hemmende 
Stoff kann namlich sowohl durch seine Affinitat zum Ferment dessen 
Inbeziehungtreten zum normalen Substrat erschweren bzw. vereiteln, 
als auch dem Zerfall der zwischen dem Ferment und dem Substrat 
entstehenden lockeren Bindung entgegenarbeiten, dieselbe gewisser- 
maBen festigen. 


Eine strenge Entscheidung lieBe sich in unserem Falle nur schwerlich 
fiihren und bleibt der weiteren Untersuchung vorbehalten. Wir miissen 
uns vorderhand auf einige orientierende Experimente beschrinken, 
wobei wir uns zum Teil auf die bereits zitierte Arbeit von Potozky 
und Zoglina beziehen, die sich mit einem analogen Problem befaBt. 
Liegt eine Hemmung oder irgendeine Schwachung des Fermentes 
vor, wodurch die in Betracht kommende Reaktion gewissermaBen 
, unterschwellig’’ wird, d. h. dem Nachweis entgeht, so wire es in erster 
Linie denkbar, den Effekt durch zunehmende Konzentration des 
Substrats zu steigern, da fiir die Fermentwirkung das Massenwirkungs- 
gesetz, wenn auch méglicherweise in beschranktem MaGe, wirkt. Von 
dieser Vorstellung ausgehend, haben in der Tat die zitierten Autorinnen 
dem mitogenetischen Versagen des Hungerblutes dadurch erfolgreich 
entgegengearbeitet, dai sie demselben relativ hohe Konzentrationen 
Glykose zusetzten, obwohl auf Grund der vorliegenden Literatur- 
angaben eine irgendwie bedeutende Herabsetzung des Zuckerspiegels des 
Hungerblutes nicht anzunehmen war. Vom gleichen Erfolg war auch 


1 Die mitogenetische Strahlung aus dem Blutserum wurde namlich 
in den Versuchen von Anikin, Potozky und Zoglina, im Gegensatz zu den 
alteren Versuchen Sorins, mit Zusatz von Spuren von H,O, erzeugt. 


Biochemische Zeitschrift Band 211. 25 
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ein Zusatz von Polypeptiden (bzw. Aminosaiuren) zum Hungerserum 
gekront. 

Die entsprechenden Versuche mit Cancerblut ergaben bisher 
etwas unsichere Resultate. Die Versuche, die Frl. Potozky und Fri. 
Zoglina in liebenswiirdiger Weise fiir uns ausfiihrten (vgl. Tabelle I), 
ergaben positive Resultate. Einige weitere Versuche, die wir, von 
einer anderen Fragestellung ausgehend, angestellt haben, fiihrten 
dagegen zu einem Nulleffekt (Tabelle VIII und IX). Es scheint hier 
vor allem die Menge bzw. Konzentration des zugesetzten Zuckers 
maBgebend zu sein, die sich leider bei derartigen Versuchen mit Mausen 
nicht genau feststellen bzw. regulieren ]aBt. Es ist aber andererseits 
auch nicht ausgeschlossen, daB hier individuelle Verhaltnisse vor- 
liegen kénnen bzw. die Hemmung und Schwachung des Ferments 
sehr verschiedene Grade erreichen kann. 

Viel eindrucksvoller scheinen uns daher die Ergebnisse der 
Versuche zu sein (Tabelle VIIT und LX), wo wir zum hamolysierten 
Cancerblut gut gewaschene, girungsfahige Hefe zusetzten und zu 
deutlich positiven Ergebnissen gelangten. Es kam dabei sowohl das 
Blut von Tumortragern als auch das in seiner mitogenetischen Wirkung 
gehemmte Blut der tags vorher mit Cancerextrakten bzw. Nieren- 
autolysaten behandelten Tiere zur Anwendung. 

Auf diese etwas allgemeine, wenn auch sichere Feststellung, daB 
im Cancerblut ein Faktor vorliegt, der die normale Betiatigung des 
glykolytischen (und offenbar auch des eines oxydierenden) Ferments 
hemmt, wollen wir uns vorderhand beschrinken. Daf’ sowohl durch 
unsere als durch die, vorangehenden Untersuchungen von Potozky 
und Zoglina das Problem nur fliichtig gestreift wurde, ist uns wohl 
bewubt. 

Zusammenfassung. 

1. Das Blut carcinomatéser Mause und Menschen verliert sein 
mitogenetisches Vermégen. Fiir Mause laBt sich der Nachweis er- 
bringen, daB dieses Phianomen zu den Friiherscheinungen nach Ein- 
impfung des Carcinoms gehért. 

2. Es handelt sich offenbar um eine Hemmungswirkung auf die 
der mitogenetischen Strahlung des Blutes zugrunde liegenden fermen- 
tativen Vorgange. 
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Zur Inversionsmethode 
der Wasserstoffionenkonzentrationsbestimmung des Weines. 


Von 
Georg Agahbalianz. 


(Mitteilung aus dem Laboratorium fiir Weinbau und landwirtschaftliche 
Technologie im Donschen Landwirtschaftlichen Institut in Nowo- 
tscherkassk.) 

(Eingegangen am 6. Juni 1929.) 


Mit 3 Abbildungen im Text. 


Die Inversionsmethode zur Bestimmung des Sauregrades der 
Weine hat, trotz ihrer Langwierigkeit, eine ganze Reihe Vorziige. 
Indem diese Methode sehr genaue Resultate gibt, erfordert sie weder 
kostspielige Einrichtungen der elektrometrischen Methode der  px- 
Bestimmung, noch spezielle Kenntnisse der Elektrochemie, wie auch 
die Handhabung komplizierter Apparate. 


Das Prinzip der Inversionsmethode der Sauregradbestimmung 
besteht darin, daB in der zu untersuchenden Lésung (im Weine) mit der 
vorher in einem untatigen Zustande befindlichen Invertase, durch Er- 
wirmen bis 90°, 10g auf 100 ccm reiner Saccharose aufgelést werden. 
Nachdem man darauf die im Weine erhaltene Saccharoselésung in 
den Thermostaten mit der Temperatur 76° (die Siedetemperatur fiir 
CCl,) hineinstellt und nachdem man die Schnelligkeit der sich dabei 
bildenden Saccharoseinverion durch aufeinanderfolgende, nach den 
bestimmten, genau fixierten Zeitraumen durch die Mengenbestimmungen 
des Inversionszuckers auf chemischem oder polarimetrischem Wege 
festgestellt, findet man die Inversionskonstante, das heiBt die Schnellig- 
keit der Inversion auf Zeiteinheit. 


Zur Bestimmung der Inversionskonstante bei der Temperatur 76° 
dient folgende Gleichung: 


_ log C, — log; 
0.4343 . t 


K= 
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wo Cy, die Menge der Saccharose bis zum Anfang der Inversion, 
C, die Menge der Saccharose nach ¢ Minuten und ¢ die Zeit der 
Inversion in Minuten ist. 


Die Inversionskonstante hangt direkt von der Wasserstoffionen- 
konzentration der Lésung der Saccharose ab, und der Ubergang davon 
zu dem Inhalt H’ in Millimol (Milligramm im Liter) gestaltet sich zu 
folgender Gleichung: 

eae 
~~ 0,00374 


Der Thermostat fiir hohe Temperaturen nach der Konstruktion von 
Th. Paul und Giinther aus dem Jahre 1914, der in der ,,Chemie der Weine* 
von Prof. A. M. Frolow-Bagreef (8.128) genau beschrieben ist, wird 
gegenwartig in den 6nochemischen Laboratorien bei der Inversions- 
methode der py-Bestimmung gebraucht. Bei der Bestimmung mit 
Hilfe dieses Thermostats wird der Kolben mit der vorher zubereiteten 
zu untersuchenden Lésung in den Thermostaten hineingestellt, in 
dessen auBerem Zylinder CCl, kocht. Nach einer bestimmten Zeit 
wird der Deckel desselben geéffnet, der Stopfen des Kolbens gehoben 
und mit einer Pipette genau 10 oder 25 ccm der Fliissigkeit 
entnommen. Darauf wird der Kolben und der Deckel des Thermo- 
stats wieder geschlossen und in der entnommenen Probe der Invert- 
zucker entweder auf chemischem oder polarimetrischem Wege be- 
stimmt. 


Es werden vier oder fiinf solcher Bestimmungen gemacht und 
dann die mittlere Gr68e der Inversionskonstante bestimmt. 


Bei der Arbeit mit diesem Thermostaten wurden manche Mangel 
an ihm entdeckt, namlich: 


1. Die allzu groBe Dimension dieses Apparates erfordert viel Zeit 
zum Vorwarmen desselben bis zur n6otigen Temperatur (bei 2 bis 3 
Brennern | bis 11% Stunden). 


2. Beim Entnehmen einer Probe mit einer Pipette bleibt der 
Deckel des Thermostats eine Zeitlang offen, wodurch eine Schwankung 
in der Temperatur eintritt, was wohl auf die Genauigkeit der Be- 
stimmungen EinfluB hat, da dcch die Veranderung in der Tem- 
peratur auf jede 0,1° die Korrektur der Inversionskonstante auf 0,9°, 
ihrer GroBe zur Folge hat. 


3. Das Entnehmen einer heiBen Lésung (76°) mit einer Pipette 
erfordert Schnelligkeit, da beim Erkalten in die Pipette Luftblasen 
hineinstrémen, was fiir einen wenig erfahrenen Forscher eine Reihe 
Fehler nach sich ziehen kénnte. 
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4. Die im Laboratorium gewéhnlich benutzten Pipetten sind bei 
der Temperatur 15° C gradiert, daher entspricht die bei 76° entnommene 
Probe gewissermaBen nicht 10 (oder 25) ccm. 

Es ist wohl wahr, daB dieser Fehler sich bei allen Bestimmungen 
wiederholt und dadurch teilweise aufgehoben wird, jedoch aber, wenn 
zur Entnahme der Probe mit einer Pipette in verschiedenen Fallen 
verschiedene Zeitdauer gebraucht wird, so werden infolge der ver- 
schiedenen Abkiihlungsstufen die Volumina der entnommenen Proben 
nicht gleich sein, was wohl auch zur Ungenauigkeit der Bestimmung 
fiihren k6nnte. 

Um diese Mangel zu entfernen, habe ich es unternommen, die 
Konstruktion des Thermostats von Paw und Giinther zu verandern. 
Der Querschnitt und die Abmessungen (in cm) sind in der Abb. 1 
dargestellt. : 


J 











26 








po ——22 





Abb. 1. 


Der Hauptunterschied dieses Thermostaten gegeniiber dem von Paul 
und Giinther ist der, daB der Kolben, in dem sich die Inversion vollzieht, 
durch eine Reihe von Probezylindern ersetzt ist. Die vorher zubereitete 
10° ige Lésung der Saccharose in der zu untersuchenden Fliissigkeit 
(im Weine) wird noch bei normaler Temperatur zu genau je 10 ccm mit 
einer Pipette oder einer Biirette in trockene, reine Probezylinder 
aus Jenaer Glas verteilt. 


Die gefiillten Probezylinder, mit Gummipfropfen verschlossen, 
werden rasch durch eine spezielle kleine Offnung mit einem federnden 
Deckel in ein besonderes, sich an einer Achse drehendes, rundes Stativ 
ins Innere des Thermostats hineingestellt. Damit die Probezylinder 
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nicht herausschwimmen, werden dieselben von unten mit Blei b 
lastet. Zur Bestimmung der Inversionskonstante wird nach bestimmt« fi 
Zeit je ein Probezylinder hergeholt (was wenig Zeit erfordert und 
keine Temperaturanderungen hervorruft) und im Inhalt desselben 
die Bestimmung des_ Invertzuckers auf polarimetrischem ode: 
chemischem Wege vollzogen. Auf diese Weise vermeidet man 
ganzlich die Entnahme der Proben bei hoher Temperatur. Die Inversion 
aber vollzieht sich in allen Probezylindern freilich mit gleicher Schnellig 
keit, und die Menge des Invertzuckers hangt jedenfalls ausschlieBlich 
von der Zeit der Inversion der zu untersuchenden Lésung ab. Da wir 
den Kolben durch Probezylinder ersetzt haben, war es méglich, die 
Dimension des Thermostats zu verkleinern, also denselben zu be 
quemerer Handhabung zu gestalten. Daher gebraucht man zum Vor- 
wirmen bis zur nétigen Temperatur (76°) bei diesem Thermostaten nur 
eine halbe Stunde bei einem Brenner. Der: 





t Abb. 2. 
Der fiir hohe Temperaturen aufgestelite Thermostat neuer Konstruktion. 


Abb. 2 und 3 zeigen diesen Thermostaten. Die erste Abbildung 
stellt den aufgestellten Apparat, die zweite den auseinander ge 
nommenen dar. 
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Die Untersuchung dieses Thermostats fand im Laboratorium 
fir Weinbau und der landwirtschaftlichen Technologie im Donschen 





Abb. 3. 


Derselbe auseinander genommen. a = die Offmung zur Entnahme der Probezylinder: ) = der 
federnde, sich um die Achse ¢ drehende Deckel; d Stativ fiir sechs Stellen der Probezylinder ; 
= Probezylinder mit Belastung; / = die Befestigungsschrauben fiir den Deckel g im all- 


gemeinen; A = ein Griff zum Drehen des Stativs; i das Thermometer ; | = die Offnung dazu; 
K = der Kiihler; ¥ = die Offnung zum EingieBen von CCl; n = der Hahn zum Ablassen von 
>Ch; O der Hahn zum Ablassen des Wassers. 


Land- und Wasserwirtschaftlichen Institut statt und gab gute Re 
sultate. 
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Untersuchungen iiber Vorginge bei der Tabak-fermentation. 
Von 
Thales Andreadis (Saloniki). 
(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biochemie in Berlin-Dahlem.) 


(Eingegangen am 6. Juni 1929.) 
Mit 3 Abbildungen im Text. 


Drei Anschauungen stehen fiir die Erklarung der Vorgange zur 
Erérterung, die bei der sogenannten Tabakgarung ablaufen: 

1. Man nimmt an, daB — wie bei anderen Garungen in der Natur 
die auf den Tabakblattern nach der iiblichen Trocknung, d.h. im 
Zustand der Dachreife, vorhandenen Mikroorganismen Garungen 
herbeifithren'. 

2. Die Ansicht ist ausgesprochen und in neuerer Zeit vielfach 
vertreten, da Kleinlebewesen keine oder nur eine untergeordnete 
Rolle bei der Tabak-fermentation spielen, und dal die im getrockneten 
Tabak noch vorhandenen Blattenzyme die Umsetzungen bei der Tabak- 
fermentation bewerkstelligen?. 

3. Die Frage wird diskutiert, ob iiberhaupt biochemische Vorgange 
nach Art der beiden bisher genannten Méglichkeiten auszuschlieBen 
sind und rein chemische Prozesse die entscheidende Umwandlung des 
rohen Tabaks zum genuBfahigen Produkt veranlassen®. 

Bei der Natur des Rohstoffs ist es schwer, auf Grund des bislang 
vorliegenden Tatsachenmaterials eine sichere Entscheidung zwischen 
diesen drei Méglichkeiten zu treffen, und man wird beim gegenwartigen 
Stande der Forschung wohl zunachst von der Voraussetzung ausgehen 
diirfen, daB alle drei Faktoren irgendwie beteiligt sind, wenn auch 
in verschiedenem Umfange. Man hat éfter die Tabakfermentation 


1 &. Suchsland, Ber. d. Deutsch. Bot. Ges. 11, 1891; J. Behrens, 
Lafars Mykologie, Lief. VIII, 1905, S. 1; Koning, Der Tabak. Leipzig 1900: 
Vernhout, Mededeelingen nit’s Lands Plantentuin 1899, S. 9. 

2 O. Loew, Centralbl. f. Bakt. 6, Abt. IT, 108 und 509, 1900; 7, Abt. LI, 
673, 1901; A. Fodor und A. Reifenberg, H. 162, 1, 1927; A. 7. Smarnow und 
Mitarbeiter. Krasnodar 1927. . 

3 F. W.I. Boekhout und J.J.Ott de Vries, Centralbl. f. Bakt. 24, 
Abt. II, 496, 1909. 
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mit der Heugarung verglichen, die von H. Miehe! so griindlich studiert 
ist, und man wird bei kritischer Betrachtung der sich hier abspielenden 
Vorgange zu der Meinung kommen, daB auch sie kaum villig einheit- 
lichen Charakters ist. 

Um itiberhaupt in das Wesen der Tabakgirung einzudringen, 
ist es erforderlich, die in der Technik im groBen und, wie man sagen 
mu8, zumeist empirisch ausgefiihrten Vergirungen in den MaSstab 
des Laboratoriums zu iibertragen und so allmahlich die wesentlichen 
Merkmale der Fermentation zu erkennen. 

Von dieser Absicht geleitet, habe ich in Anlehnung an die in praxi 
geiibten Bedingungen einen Kleingdrversuch vorgenommen und dabei 
folgende Gesichtspunkte beachtet : 

Es betragt fiir die lichten Zigarettentabake die Temperatur der 
Vergarung, wie sie in Griechenland geiibt wird, maximal étwa 39° 
bei der Verarbeitung gréBerer Ballen, und etwa 35° bei der Fermentation 
kleinerer Pakete. Bei dieser Fermentation der orientalischen Tabake 
ist der Feuchtigkeitsgrad niedrig. Er ist zwar in den Garschuppen nicht 
gemessen worden, aber eine kiinstliche Besprengung der dachreifen 
Blatter des Zigarettentabaks findet im Gegensatz zu mannigfachen 
Manufakturen von Zigarrentabaken nicht statt. Natiirlich erfolgt 
insofern eine Anfeuchtung der bei der Dachreife spréde gewordenen 
Blatter, als man sie vor Einleitung der eigentlichen Fermentation 
wieder Wasser aufnehmen ]4Bt, entweder durch Verweilem auf Dach- 
béden, die den atmospharischen Einfliissen ausgesetzt sind, oder, 
falls sie dabei noch zu diirr bleiben, in wasserdampfhaltigen Raiumen. 
Wie gesagt, ist der Feuchtigkeitsgrad in praxi bei dieser althergebrachten 
Behandlungsart nicht ermittelt worden. 

Zur Nachahmung dieser Verhiltnisse wurde im Brutschrank 
ein hermetisch schlieBender, nahezu kubischer Kasten aus verzinktem 
Eisenblech installiert ; in ihm wurde die Fermentation von Zigaretten- 
tabakblattern vorgenommen, welche im unfermentierten Zustande 
aus Griechenland bezogen worden waren (Wachstumsort Xanthi 
in West-Thrazien). 

Um die Vorginge kontrollieren zu kénnen, waren folgende Ein- 
richtungen getroffen: 

1. Ermittlung der relativen Feuchtigkeit und die Kontrolle ihrer 
Konstanz. 

2. Verfolgung der Temperatur im Kasten und Bestimmung der 
auftretenden Maximaltemperatur in der Tabakmasse. 


1 H. Miehe, Uber die Selbsterhitzung des Heues. Berlin 1911; vgl. auch 
F. W.1. Boekhout und J.J. Ott de Vries, Centralbl. f. Bakt. 21, Abt. IT, 
1908; 23, 1909. 
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3. Gerate fiir die Zufuhr von kohlensiure-freier Luft zwecks 
Nachahmung des in praxi erfolgenden ,, Umsetzens‘‘. Diese Luft besaB, 
wie im experimentellen Teil beschrieben wird, die selbe relative Feuchtig- 
keit und die gleiche Temperatur wie die Atmosphire, welche die im 
Garkasten befindliche Masse der Tabakblitter umgab. 

4. Anbringung von Abfiihrungs-rohren zur Auffangung fliichtiger 
bzw. gasférmiger Garungsprodukte. 

5. Apparate zur Aufnahme der eben genannten Stoffe in 
AbsorptionsgefaBen, die auBerhalb des den eigentlichen Girkasten 
beherbergenden Brutschranks aufgestellt waren. Wie diese Auffangungs- 
bzw. die Absorptions-gefaBe geschaltet waren und wie ihr Inhalt gleich 
der resultierenden fermentierten Tabakmasse analysiert wurde, ist 
im Versuchsteil dargelegt. 

Die ausgefiihrten Analysen erstreckten sich neben den Kontrollen 
der erwahnten physikalischen Bedingungen auf verschiedene Punkte: 

Durch die Untersuchungen des hiesigen Instituts, die von Neuberg, 
Kobel und Ottenstein herriihren, hatte sich herausgestellt, daB von den 
Bestandteilen des Tabakblattes den Pektinstoffen eine Wichtigkeit 
beizumessen ist, die nicht vorauszusehen war. Die Pektinkérper 
— mégen sie einheitlich oder Gemische sein — beteiligen sich in 
bedeutender Menge am Aufbau der Blattsubstanz. Man kann sie 
auf Grund folgender Uberlegung berechnen: 

Als charakteristischen Bestandteil aller Pektine hat Th. v. Fellen- 
berg! den Methylalkohol erkannt; er hat vorgeschlagen, durch Multi- 
plikation des durch milde Hydrolyse gewonnenen, also estermabig 
gebundenea Methylalkohols mit der Zah] 10 das Pektin zu berechnen. 
Die in der letzten Zeit besonders durch F, Ehrlich? in bedeutender 
Weise geférderte Erforschung der Pektinstoffe fiihrt aber zu dem 
Ergebnis, da8B die Zusammensetzung der Pektine gréSeren Schwan- 
kungen unterworfen ist, so daB jener Umrechnungsfaktor (Multi- 
plikator = 10) nicht uneingeschrankt anwendbar ist. Th. v. Fellenberg 
(1. c.) hatte schon selbst in Pektinen verschiedener Herkunft einen von 
7,4 bis 11,7 °%, variierenden Methoxyl-gehalt gefunden, und F. Ehrlich 
(l.¢.) stellte im Riibenpektin einen Gehalt von 6,5°, CH,OH fest. 
Noch viel gréBere Schwankungen — 2 bis 9°, — hatten F. W. Norris 
und S. B. Schryver* an Pektinen verschiedenen Ursprungs beobachtet ; 
sie fiihrten den wechselnden Gehalt an Methylalkohol in den Pektinen 
auf die verschieden leichte Abspaltbarkeit der Methoxyl-gruppen 


1 Th. v. Fellenberg, diese Zeitschr. 85, 45, 118, 1918. 

2 F. Ehrlich und R.v. Sommerfeld, ebendaselbst 168, 263, 1926; 
FP. Ehrlich und F. Schubert, ebendaselbst 208, 343, 1928. 

* F. W. Norris und 8S. B. Schryver, Biochem. Journ. 19, 676, 1925. 
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zuriick. D. R. Nanji, F.J. Paton und A. R. Ling! berechneten deshalb 
den Pektin-gehalt eines Materials aus dem durch Salzsaéure-destillation 
frei werdenden Quantum Kohlendioxyd, indem sie die gefundene 
Menge Kohlensaure mit dem Faktor 5,66 multiplizierten. Diese Kohlen- 
saure geht, wie das Lefévre und Tollens urspriinglich fiir die d-Glukuron- 
siure gezeigt hatten, aus einer Uronsiure hervor, die in dem Pektin 
nach Ehrlichs Feststellungen die isomere d-Galakturonsiure ist. Nun 
muB8 man aber in Betracht ziehen, daB bei der entsprechenden Analyse 
von nicht isoliertem Pektin, namlich von Blatt-roh-substanz, noch 
andere Quellen der Kohlenséure vorhanden sein kénnen. Stérungen 
durch die in Form von Carbonaten praformierte Kohlensiure lassen 
sich leicht ausschlieBen, wenn man die Behandlung der angefeuchteten 
Tabakmasse mit verdiinnter Salzsiure im kohlensaurefreien Luftstrom 
lange genug fortsetzt, um alles in anorganischer Form anwesende 
Kohlendioxyd auszutreiben. Erhitzt man alsdann zum Sieden, so 
wird durch Hydrolyse die Uronsaure frei und zerfallt als Pentose-car- 
bonsaure darauf unter Wasserabspaltung in Furfurol und Kohlendioxyd. 
Im Tabak sind auBerdem andere Zuckerarten sowohl der 6- wie der 
5-Kohlenstoffreihe enthalten, und alle diese Kohlenhydrat-verbindungen 
bedingen folgende Komplikationen. Sie kénnen mit den im Tabakblatt 
vorgebildeten bzw. wahrend der Behandlung mit Salzsiure durch 
Hydrolyse aus Proteinen frei werdenden Aminosduren unter Bildung 
von Huminstoffen reagieren. Hierbei kann Kohlensiure entwickelt 
werden, andererseits kann durch die Intervention der Aminosiuren 
ein Teil des Urorsaure-carboxyls selbst bei der Tollens-Lefévreschen 
Reaktion der Kohlensaure-abspaltung entzogen werden. Ob daneben 
die Maillardsche Reaktion, die sich allerdings vorwiegend bei neutraler 
bzw. alkalischer Reaktion abspielt, in Betracht kommt, d.h. ob auch 
aus Aminosiuren durch die Umsetzung mit Kohlenhydraten Kohlen- 
dioxyd frei wird, bleibe dahingestellt. Es ist aber nicht ausgeschlossen, 
daB die Maillardsche Reaktion schon vorher, namlich wahrend der 
eigentlichen Fermentation in der Blattermasse, zustande kommt. 

Zu diesen, die analytisch bewirkte Kohlensdiure-abgabe beein- 
flussenden Faktoren gesellt sich noch eine andere Fehlerquelle, die 
ich? jiingst aufgedeckt habe, naimlich die Entwicklung von Stick- 
oxyden bei der Destillation mit Salzsiure. Die Stickoxydverbindungen 
verfliichtigen sich und filschen das Resultat der Kohlensiure- 
bestimmungen, wenn nicht zu ihrer Entfernung besondere Vorkehrungen 
getroffen werden, die sich aus meiner erwahnten Mitteilung ergeben 
und von mir immer angewendet worden sind. 


1 D. R. Nanji, F. J. Paton und A. R. Ling, Journ. Soc. Chem. Ind. 
44, 253, 1925. 
2 Th. Andreadis, diese Zeitschr. 204, 484, 1929. 
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Berechnet man den Pektin-gehalt aus der Kohlensaurezahl, so 
gelangt man bei griechischen Zigaretten-tabaken zu héheren Werten 
fiir den Pektin-anteil als nach der Methoxyl-bestimmung. Bei meinem 
Material ergab sich fiir die unvergorene Substanz ein Pektin-gehalt 
nach der Methoxyl-methode zu etwa 6°%,, nach der Kohlensaure- 
destillation zu etwa 14 %,. Jedenfalls ist die Pektinquantitat betrachtlich. 
Als wahrscheinlicheren Wert betrachte ich nach den 8. 380 und 381 ge- 
machten Ausfiihrungen denletzteren, welchen ich nach der Vorschrift von 
Nanji, Paton und Ling festgestellt habe. AuBer den Schwankungen im 
Methoxylgehalt der Pektine kommt namlich hier noch in Betracht, 
daB das Tabakmaterial bis zum Beginn der Vergarung bereits Einfliissen 
unterlegen hatte, die einen Verlust von Methoxyl im Gefolge haben. 

Uber Verdnderungen des Tabakpektins ist von C. Newberg und 
M. Kobel bisher nachstehendes ermittelt worden: 

1. Bei der Fermentation der Zigarren-tabake verschwindet das 
Methoxyl am vollstandigsten, indem von der urspriinglich vorhandenen 
Menge nur rund ein Zehntel tibrigbleibt. Die Fermentation der 
Zigarren-tabake weicht von der Fermentation der Zigaretten-tabake ab. 

2. Bei der Fermentation der Zigaretten-tabake ist die Methoxy]l- 
verminderung geringer. Es bleibt im rauchfahigen Produkt estermabig 
gebundenes Methoxyl] 5 bis 7 mal so viel als im Zigarren-tabak erhalten. 

3. Eine mittlere Stellung zwischen beiden Sorten nehmen die 
Pfeifen-tabake ein. 

Als Methoxyl abspaltende Krafte sind folgende Prozesse bekannt: 

1. Durch ein im Tabakblatt vorhandenes Ferment, die Pektase., 
wird nach Neuberg und Kobel mit groBer Leichtigkeit Methoxy] in 
Freiheit gesetzt?. Die Geschwindigkeit und Vollstandigkeit der Hydro- 
lyse, gepriift mit wasserigem Tabak-extrakt als Enzym und geléstem 
Zitronen-pektin® als Substrat, ist so betrachtlich, daB man sich eigentlich 
wundern mu8, wieso in den Endprodukten der Tabakfermentation 
iiberhaupt noch estermaBig gebundenes Methanol vorhanden ist. 
Pektin wird nimlich in weniger als 1 Stunde zu 80 bis 90°, von dem 
Enzym zerlegt. Da bei der Fermentation in praxi Methanol-ester 
iibrigbleibt, liegt wohl an der raumlichen Trennung von Enzym 
und Pektin im Tabakblatt, an der Abwesenheit bzw. schnell erfolgenden 
Entziehung von hinreichend Wasser wie auch an den Léslichkeits- 
verhiltnissen. 

2. Bei der Autolyse von Tabak-blattern* in wasseriger Auf- 
schwemmung, wobei naturgemaB die leichter wie schwerer léslichen 


1 C. Neuberg und M. Kobel, diese Zeitschr. 179, 459, 1926. 

2 Dieselben, ebendaselbst 190, 232, 1927. 

* Uber das Tabakpektin soll demnichst berichtet werden. 

4 ©. Neuberg und B. Ottenstein, diese Zeitschr. 197, 491, 1928. 
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Pektine ergriffen werden, wird reichlich Methylalkohol in Freiheit 
gesetzt. Rund 50°, des esterférmig gebundenen Holzgeistes werden 
schon in 2 Stunden abgespalten. 

3. Aber auch allein durch Wasser, namentlich bei erhéhter Tem- 
peratur, wird aus dem urspriinglichen Tabakpektin Methylalkohol frei 
(C. Neuberg und M. Kobel, |. c.), wobei die Wasserstoffionenkonzen- 
tration des Mediums mitbestimmend ist. 

Alle diese Faktoren spielen unzweifelhaft eine Rolle bei der Vor- 
bereitung des Tabakblattes zur Fermentation und im Verlaufe des 
Vergarungsvorganges selber. Daher war zu erwarten, daB im dachreifen 
Tabak, der zur Fermentation verwendet wird, Veranderungen an den 
Pektin-kérpern stattfinden werden. Tatsichlich konnte ich erweisen, 
da8 wahrend der Fermentation in dem vorher erwahnten Vergirungs- 
kasten Methylalkohol abgespalten wird, der sich zum Teil in dér auBer- 
halb des thermokonstanten Behalters stehenden ersten Vorlage, zum 
Teil in dem zur Aufrechterhaltung gleichmaBiger relativer Feuchtigkeit 
in der Girkammer selbst angebrachten GefiB vorfindet. Die voll- 
kommene Gewinnung des in Freiheit gesetzten Methylalkohols gelang 
mir auf diesem Wege nicht, weil ein Teil mechanisch in der die Blatter 
umgebenden Wasserhiille gelést bleibt und aus dem unter 3. bereits 
erwahnten Grunde nicht durch Destillation entfernt werden kann, 
ohne daB unspezifische Hydrolyse eintritt. Durch ein Versehen ging 
beim groBen Giransatz auBerdem die Fraktion des Methylalkohols 
verloren, die an den Wanden des Giirkastens niedergeschlagen war. 

Ganz besonders bemerkenswert ist, daB ahrilich wie es v. Fellenberg 
fiir die Heugarung beobachtet hat, eine Wandlung in den Formen 
des vorhandenen Methoxyls eintritt. Es ist nimlich im Tabak, genau 
wie in anderen Vegetabilien, neben esterférmigem Methoxy] ather- 
artig gebundener Methylalkohol zugegen, d. h. neben Pektin-kérpern 
kommen Lignin-substanzen vor. Durch Analyse des ather-formigen 
Methoxyls vor und nach der Vergirung gab sich Zunahme des Lignin- 
methoxyls zu erkennen. Ob es sich dabei um typisches ,,Lignin“ 
handelt, steht natiirlich nicht fest. Jedenfalls lehrt auch dieser Befund, 
daB ganz wesentliche Anderungen an den Pektinen wihrend der Tabak- 
fermentation vor sich gehen. 

Meine analytischen Daten habe ich sowohl auf getrocknetes 
Material, als auch auf den Calcium-gehalt der Tabak-aschen (mil 
Wolff, 1871) bezogen. Dadurch sind die Analysenwerte auf einen bei 
allen Umsetzungen konstant bleibenden Stoff zuriickgefiihrt, gemaB 
den alten Vorschriften fiir die Aschenanalysen organischer Gebilde. 

Im Verlauf der Garung wird auBer dem bereits erwahnten Methyl- 
alkohol Kohlendioxyd vom Tabakblatt abgegeben, und zwar in grober 
Menge. Smirnow und Mitarbeiter (1. c.) befiirworten die Anschauung, 
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daB Bakterien bei der Fermentation keine Rolle spielen, sondern da& 
die hauptsaichlichen Umsetzungen ausschlieBlich auf enzymatischem 
Wege erfolgen. Zur Stiitze dieser Ansicht fiihren sie mit Antisepticum 
angestellte Autolyseversuche an, die ergaben, daB der Tabak unter 
diesen Bedingungen ahnliche Verinderungen durchmacht, wie bei 
der natiirlichen Fermentation. 


Die Ergebnisse Smirnows und seiner Mitarbeiter sind héchst 
beachtenswert; aber ob wirklich auch in den als antiseptisch ange- 
sehenen Autolyseansatzen der Autoren jede Entwicklung von Mikro- 
organismen ausgeschlossen war, ist nicht entschieden. Das schwer- 
wiegendste Argument gegen die Ansicht, daB die Fermentation ein 
rein von den autochthonen Blattfermenten veranlaBter enzymatischer 
ProzeB sei, ware das Verhalten der einfachen Zuckerarten. Das dachreife, 
zur Vergirung gelangende Blatt enthalt noch Kohlenhydrate, Mono- 
saccharide wie leicht hydrolysierbare Poly-saccharide. Ob desmol ytische 
Enzyme eine monatelange und wenig schonende Behandlung iiber- 
stehen, derart, daB sie Monosaccharide vergiren, ist bisher nicht mit 
GewiBheit erwiesen. (Vgl. das Verhalten der Ketonaldehydmutase 
8. 394.) Es erhebt sich deshalb die Frage: Ist fiir das Verschwinden 
der Kohlenhydrate nicht doch die Wirkung irgendwelcher Mikroben 
verantwortlich zu machen oder ist sie durch rein chemische Umsetzungen 
bedingt ? In meinen Experimeriten ist es mir, so wenig wie Smirnow 
und seinen Mitarbeitern bei seinen Garversuchen, regelmaBig ge- 
ghickt, Pilzwachstum vollkommen zu vermeiden. Ob die Folgerungen 
H. Walters!, daB eine Entwicklungsfahigkeit fiir Bakterien nur oberhalb 
eines bestimmten Feuchtigkeitsgehalts besteht, auch fiir die teilweise 
unbekannte, vielleicht subvisible Formen beherbergende Flora des 
Tabaks zutrifft, 1a4Bt sich nicht einfach bejahen. Pilze, die auch bei 
niederer relativer Feuchtigkeit fortkommen, sind in meinen Versuchen, 
wenn auch sparlich, gewachsen. Diese Pilze entwickelten sich an der 
AuBenflache der Tabakmasse, und zwar noch wnterhalb der fiir das 
Pilzwachstum von Walter (l.c.) normierten Héhe von 85°, relativer 
Feuchtigkeit. 

Was die Herkunft der entstehenden Kohlensaiure anlangt, so wird 
man hierfiir in erster Linie die praformierten Kohlenhydrate verant- 
wortlich machen. Der Uronsiure-anteil der Pektine kommt als Kohlen- 
sdure-lieferant héchstens in bescheidenem Umfang in Betracht (siehe 
auch Smirnow, |. c., 8.106); denn der bei der T'ollens-Lefévreschen 
Methode CO, ergebende Galakturonsiure-komplex ist nach der Fermen- 
tation nur wenig verringert (s. Tabelle V). Beziiglich Abspaltung von 


1 H. Walter, Zeitschr. f. Bot. 16, 353, 1924; Naturwissensch. u. Land- 
wirtsch., herausgegeben von Fr. Boas, C. Neuberg u. A. Rippel, Heft 6, 1926. 
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Kohlensaéure aus Oxysaéuren und Ketosiuren ist folgendes zu sagen 
Die Decarboxylierung der Oxysiuren ist bisher nur durch belebte Erreger 
erzielt worden. Ketosiuren, die durch Carboxylase gespalten werden 
kénnten, sind sicher nicht in nennenswerter Menge im Tabakblatt 
von vornherein vorhanden. Aus Aminosaiuren kénnen sie zwar hervor- 
gehen, aber nach allem, was wir bisher wissen, auch nur durch den 
Stoffwechsel lebender Zellen. Gerade ein Enzym, das Aminosauren 
decarboxyliert, ist bisher nicht bekannt geworden'; der Effekt ist 
vielmehr stets von Lebewesen unter Ausnutzung eines energieliefernden 
Prozesses verursacht. Inwieweit ein rein chemischer Abbau von Amino- 
siuren und Purinen unter Abspaltung von Ammoniak und Kohlen- 
dioxyd? durch Intermediarprodukte des zerfallenden Zuckers in Betracht 
kommt, mu8 dahingestellt bleiben. Man kénnte in diesem Zusammen- 
hang vielleicht auch an ahnliche katalytische Reaktionen denken, wie 
sie A.Oparin® bei der Oxydation von Glykokoll durch Chlorogen- 
sdure erzielt hat. 
1. Die Vorbereitung des Tabaks. 


Verwendet wurde kleinblattriger aromatischer Xanthi Jaka- 
Tabak, der im dachreifen Zustande aus Griechenland bezogen war. 
Er wurde durch kurzes Stehen in einem feuchten Raume auf einen 
Wassergehalt von etwa 15°, gebracht. 

3kg dieses Tabaks dienten fiir den Versuch. 

500 g dieser, Blatter wurden an der Rippe hallbiert; die eine Halfte 
wurde fiir die Analyse vor der Vergirung, die andere fiir die Untersuchung 
nach der Fermentation benutzt. Damit auch die Rippensubstanz 
gleichmaBig verteilt war, wurde immer abwechselnd ein Halb-Blatt 
mit Rippe zum Fermentationsgut und ein Halb-Blatt mit Rippe zu 
dem nicht zu fermentierenden Anteil getan. Wie es in der Praxis tiblich 
ist, wurden die elastischen Blatter schrig aufeinander geschichtet. 
Die halbierten Blatter wurden in die Mitte der restlichen, aus ganzen 
Blattern normal gepackten Tabakmasse gepackt. Das gesamte Tabak- 
gargut wurde auf einer Siebplatte festgebunden und in die Garkammer 
gesetzt. Zwischen den halbierten Blattern befand sich ein Maximum- 
thermometer zur Feststellung der bei der Vergirung erreichten Héchst- 
temperatur. 

2. Apparatur. 

Zur Ausfiihrung der Fermentation diente ein Garkasten, wie er 

in etwas anderer Ausfiihrung schon friiher und in letzter Zeit von 


1 Vgl. C.Oppenheimer-Kuhn, Fermente 1926, 8.1383; F. Ehrlich, 
diese Zeitschr. 2, 52, 1907; 18, 416, 1909; EZ. Buchner und J. Meisenheimer, 
Ber. 39, 3201, 1906; H. Pringehewm, B. 39, 3713, 1906. 

2 C. Neuberg und M. Kobel, diese Zeitschr. 185, 477, 1927; 188, 197, 1927. 

* A. Oparin, diese Zeitschr. 182, 155, 1927. 
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Smirnow (l.c.) benutzt worden ist. Nachdem aber die neueren 
Forschungen von Walter und Smirnow (l.c.) ergeben hatten, daB die 
relative Luftfeuchtigkeit von Bedeutung fiir die Entwicklung von 
Mikroorganismen und damit auch fiir die Vergarung des Tabaks ist, 
richtete ich mein Instrumentarium so ein, daB die relative Luftfeuchtig- 
keit im Garkasten nicht die von Walter fiir die Entwicklung von Mikro- 
organismen verlangte Héhe erreichte. Der Apparat ist in der Abb. | 
skizziert. 


Wasserstrah/- 
pumpe 


Thermostat 


Abb. 1. 


An dem Garkasten G war zur Messung der Luftfeuchtigkeit und 
der Temperatur ein Psychrometer R mit kleinem elektrischen Ventilator 
(Féhn) angeschlossen. Der Féhn diente dazu, den zur Messung erforder- 
lichen Luftstrom zu erzeugen und auBerdem auch die Luft im Kasten 
durchzuwirbeln. Zur Konstant-erhaltung der relativen Feuchtigkeit 
befand sich am Boden aes Kastens G eine Schale mit gesattigter Koch- 
salzlésung (Kochsalz als Bodenkérper), durch die eine relative Luft- 
feuchtigkeit von etwa 75 %, erreicht werden sollte. Die beiden Tuben 7’ / 
und 7'2dienten zum Durchleiten der Luft. Die fliichtige Garprodukte fort - 
fiihrende Luft wurde durch die Vorlagen V Nr.I bis V Nr.VII getrieben. 
I war eine leere Waschflasche. II und III waren mit je 500 com Wasser 
beschickt, IV enthielt 400 ccm 25°, iger titrierter Bisulfitlésung. In 
Vorlage V bis VII befanden sich je 300 ccm titrierter Barytlésung. 
Durch das Flaschensystem A, B wurde die durch den Garkasten zu 
leitende Luft auf die gewiinschte Temperatur und den erforderlichen 
Feuchtigkeitsgehalt gebracht. Vor Beginn des Versuchs wurde die 
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Flasche A mit gesittigter Kochsalzlésung (mit Kochsalz als Boden- 
kérper) gefiillt, die Hahne H 2, H 4 und H 5 wurden geschlossen, H 1 
und H 3 geéffnet und die Saugpumpe in Betrieb gesetzt. Dadurch 
wurde die Salzlésung aus der Flasche A in die Flasche B gedriickt. 
Infolge des in der Flasche A entstehenden Vakuums wird durch die 
Waschflaschenbatterie W, von denen die ersten drei Flaschen kon- 
zentrierte Kalilauge enthielten und die letzte zur Kontrolle mit Baryt! 
gefiillt war, kohlensaurefreie Luft gesaugt. Sowie die Salzlésung bis 
auf einen kleinen Bodensatz hochgesaugt war, wurde die Pumpe ab- 
gestellt, und die Hahne H J und H 3 wurden geschlossen. Die iiber 
der Kochsalzlésung sich befindende Luft in der Flasche A wurde zur 
Einstellung der Temperatur und richtigen Feuchtigkeit 24 Stunden 
bei der Versuchstemperatur belassen. Die Durchleitung der Luft 
aus der Flasche A durch den Giarkasten G wurde in der Weise vor- 
genommen, da durch Offnung der Hihne H 2, H 4 und H 6 die Salz- 
lésung aus der Flasche B durch das Rohr a in die Flasche A floB und 
damit die Luft aus der Flasche A durch den Kasten gepreBt wurde. 
Nachdem die Flasche A wieder vollkommen mit Kochsalzlésung gefiillt 
ist, wird die Lésung von neuem hochgesaugt und abermals kohlensiure- 
freie Luft in die Flasche eingelassen, wie vorher beschrieben war. 
8. Ausfiihrung der Tabakgirung. ; 

Der in der angegebenen Weise vorbereitete und auf der Siebplatte 
festgebundene Tabak wurde in den Girkasten eingefiihrt und dieser 
hermetisch verschlossen. Zur Entfernung der in der Apparatur be- 
findlichen Kohlensiure wurde bei Zimmertemperatur 24 Stunden 
CO,-freie Luft durchgeleitet. Als dann simtliche Kohlensdure aus 
der Apparatur fortgeschafft war, wurde der Kasten in einen Brut- 
schrank von 35° gebracht, in dem sich auch die Flasche A befand. 
Nach achttaigigem Stehen wurde mit der Luftdurchleitung: in der 
vorher geschilderten Weise begonnen und der Proze$ der Luftversorgung 
alle 3 bis 4 Tage wiederholt. Das gebildete Kohlendioxyd wurde von 
den Barytvorlagen Nr. V bis VII aufgenommen, und seine Menge wurde 
jedesmal nach Auswechslung der Vorlagen durch Titration mit Oxal- 
siure ermittelt. (Uber eine Korrektur, die wegen Ubertritts von SO, 
aus der Sulfitvorlage erforderlich ist, siehe 8. 389.) Die Wasservorlagen 
Nr. II und III wurden beim jedesmaligen Luftdurchleiten mit Eis 
gekihlt, um einem eventuellen Entweichen von fliichtigen Produkten 
vorzubeugen. Vor jeder Luftdurchleitung wurde die Temperatur 
und relative Feuchtigkeit im Garkasten kontrolliert. Leider gelang 


1 Die Bariumhydroxyd-lésung darf sich nie triiben; nur dann ist die 
Abwesenheit von CO, in der durchgedriickten Luft gewahrleistet. 
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es nicht, die Temperatur und damit die relative Luftfeuchtigkeit absolut 
konstant zu erhalten. Die Temperatur schwankte von 33,8 bis 36,2°, 
die relative Luftfeuchtigkeit von 74,5 bis 81°; siehe Abb. 2 und 3. 

Die Barytvorlagen wurden stets nach zwei bis drei Einleitungen 
erneuert. Die bei jeder Einleitung gebildete Kohlensaiure konnte so 
nicht genau festgestellt werden, da es nicht méglich war, jedesmal 
das gesamte gebildete Kohlendioxyd aus dem Kasten zu entfernen; 
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Abb. 2. 
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Abb. 3 


jedoch konnte ich mit meiner Apparatur zum Schlu8 eine Abnahme 
der Kohlensiure-entwicklung beobachten. Als die CO,-Produktion 
praktisch Null geworden war, wurde der Versuch unterbrochen; das 
war nach 90 Tagen der Fall. 

Nach Offnen des Kastens zeigte sich, daB, obgleich die relative 
Luftfeuchtigkeit wahrend der ganzen Versuchsdauer nicht die 
von Walter (l.c.) fiir das Pilzwachstum geforderte Grenze erreicht 
hatte, an der Oberflache der Tabakmasse, besonders an den Stielen. 
einige Pilzkolonien gewachsen waren. Im Innern des Tabak-paketes 
waren sie jedoch nicht zu beobachten, insbesondere schien der im 
Innern der Tabakmasse befindliche Anteil der halben Blatter von 


einer Pilzvegetation verschont geblieben zu sein. Diese halben Blatter 


wurden sofort nach Beendigung der Fermentation in eine Glasstépsel- 
flasche gefiillt. 
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4. Analysen. 


Die leere Waschflasche I wurde mit wenig Wasser ausgespiilt und 
die Waschfliissigkeit mit dem Inhalt der Vorlage IT vereinigt. Dieser 
Anteil] enthielt einen Teil des bei der Fermentation aus dem Tabak 
abgespaltenen Methylalkohols. 

Das Methanol konnte ohne weitere Destillation des Inhalts der 
Waschflaschen nach der Methode von v. Fellenberg kolorimetrisch 
bestimmt werden. So wurden in dieser Fliissigkeit 191 mg CH,OH 
gefunden. Vorlage III enthielt nur spurenhaft Methylalkohol. 


Die Bisulfitlésung der Vorlage [V wurde nach dem Vorgehen von 
C. Neuberg und E. Reinfurth* auf fliichtige Aldehyde gepriift, indem 
ein aliquoter Teil dieser Lésung mit Calciumchlorid und iiberschiissigem 
Calciumcarbonat unter guter Kiihlung destilliert wurde. Sowohl mit 
Fuchsin-schwefligsaure als mit p-Nitro-phenylhydrazin-acetat waren 
keine Aldehyde nachzuweisen. 

Die Barytlésungen der Vorlagen Nr. V bis VII wurden, wie schon 
vorher erwahnt ist, nach jedesmaligem Auswechseln titriert. Die 
aus der Summe der verschiedenen Titrationen erhaltene Kohlensaure- 
menge erforderte eine Berichtigung. da aus der Sulfit-vorlage durch 
den Luftstrom etwas Schwefeldioxyd verfliichtigt und in die Baryt- 
flaschen iibergetrieben war, so daB es bei der Titration des unver- 
brauchten Bariumhydroxyds mit Oxalsiure als Kohlensaure mit- 
bestimmt war. Dieses mit tibergegangene Quantum schwefliger Saure 
lieB sich aber leicht ermitteln, indem namlich erstens das in Sulfat 
iibergegangene Sulfit und zweitens das noch vorhandene restliche 
Sulfit bestimmt wurde. Zieht man das in Sulfat iibergegangene und 
das noch vorhandene Sulfit von dem urspriinglich vorhandenen ab, 
so erhalt man die Menge Schwefligsaiure, die in die Barytflasche gelangt 
ist. Ich konnte auf diese Weise feststellen, daB waihrend der Vergarung 
50 g CO, entwickelt worden waren. 


Bei der Vergarung abgespaltener Methylalkohol befand sich auBer 
in den Vorlagen I und II (siehe 8S. 386) auch in der am Boden des Gar- 
kastens vorhandenen Kochsalzlésung und konnte in dieser nach dem 
Abdestillieren ebenfalls kolorimetrisch bestimmt werden. Diese Koch- 
salzlésung wies einen Methylalkohol-gehalt von 420 mg auf. 


Zu diesen beiden Anteilen abgespaltenen Methylalkohols kam 
als dritter, und zwar als gréBter Anteil, der an der Oberflache der 
feuchten Blatter adsorptiv festgehaltene. Er konnte nur durch Differenz- 
bestimmungen ermittelt werden, indem namlich der aus dem Garkasten 
entnommene Tabak nach milder Verseifung mit verdiinnter Natron- 





1 C. Neuberg und E. Reinfurth, diese Zeitschr. 89, 390, 1918. 
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lauge direkt auf seinen Methylalkohol-gehalt untersucht und anderer- 
seits die gleiche Analyse nach energischer Trocknung, bei der absorbierter 
Holzgeist sich verfliichtigt hatte, vorgenommen wurde (siehe Tabelle I). 
Daraus ergab sich, daB die gesamte Blattermasse 472,8 mg freien 
Methylalkohol adsorptiv festhielt. Sicherlich befand sich an den Wanden 
des geriumigen Kastens ebenfalls noch eine betriachtliche Menge 
Methylalkohol, deren Bestimmung leider verungliickte. 











Tabelle I. 
Feuchter Tabak \ Getrockneter Tabak 
®/9 CHgOH berechnet auf i °/9 CH3OH berechnet auf 
 Trockensubstanz Calcium | Trockensubstanz Calcium 
a | 0,470 7,525 0,428 6,929 
0,458 7,296 | 0,444 7,185 
Mittelwert: 0,464 7,410 0,436 7,057 


Die aus dem Tabak abgespaltene Menge Methylalkohol wurde also 


een VO ri ea. ee ae eg 

in der Kochsalzlésung ......... zu 420 

in den Tabakblattern (als festgehaltenes 
Quantum)... . S gtree eb 8 ace ne oe 


insgesamt zu 1083,8 mg 
gefunden. 
Die Ergebnisse der Pektin-methoxyl-bestimmung in den Tabak- 
blattern vor und nach der Fermentation, bezogen auf Trockensubstanz 
und auf Calcium, sind aus Tabelle IT ersichtlich. 


Tabelle II. 
Pektin-methylalkohol. 























| ae “a ‘tes Fermentation Nach ine Fermentation 
%/5 CH3zOH berechnet auf °/9 CHgOH berechnet auf 
___|| Trockensubstanz | __Calcium _‘Trockensubstanz | _—_—_Calcium 
1. 0,600 10,500 0,428 6,929 
2. 0,582 10,160 | 0,444 7,185 

3. 0,626 10,920 || nai ae 
Mittelwert: |  0,6027 10,527 || 0,486 7,057 


Der Pektin-methoxyl-gehalt, bezogen auf die Trockensubstanz. 
hatte also um 28%, und, bezogen auf den Calciumgehalt, um 33° 
abgenommen. Dieser Wert der Abspaltung von etwa 30°, Methyl- 
alkohol wihrend der Vergarung stimmt mit den von Newberg und 
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Kobel fiir den Zigarettentabak gefundenen Zahlen iiberein (siehe 8S. 382), 
und es liegt der Gedanke nahe, daB der Quotient 


Pektin-Methoxy] nach der Vergirung 





Pektin-Methoxyl vor der Vergarung 


wie sich aus meinen Untersuchungen desselben Tabaks in den beiden 
Stadien ergibt, ein ziemlich konstanter ist. Bevor man aber diese 
Pektin-methoxyl-abnahme wiahrend der Fermentation als ein Kriterium 
fiir den regelrechten Eintritt und Abschlu8 der Tabak-vergirung 
heranziehen kann, erscheinen noch weitere Untersuchungen in dieser 
Richtung erforderlich. 

Auch die Menge des Gesamt-methoxyls des Tabaks, die nach Hydro- 
lyse mit 72°%,iger Schwefelsiure erhalten wird, hatte sich wahrend 
der Fermentation vermindert. 





Tabelle III. Re UIE 








Vor der iacnseaatiinn Nach der Sectbantioen 
°/) CHgOH berechnet auf °/> CH, OH berechnet auf 
; Trockensubstanz Calcium Trockensubstanz Calcium 
1. oe7a «=| «61,88 =| S686 S| 1065 
2. 0,726 12,67 | 0,612 10,24 
Be tir $j 
Mittelwert : 0,702 12,26 | 0,624 / 10,445 


Durch Abzug des als Pektin-methoxyls bestimmten Methanols 
von dem Gesamt-methylalkohol erhalt man nach v. Fellenberg den im 
Lignin atherformig verankerten Holzgeist (siehe Tabelle IV). 


Tabelle IV. oe methylalkohol. 








Ht Vor der Fermentation Nach der Fermentation 

°/9 CHgOH berechnet auf °/) CHg OH berechnet auf 

| v 

| reckensubotens | Calcium i Trockensubstanz | Calcium 
Mittelwert: | 0,099 1,73 0188 | 3888 


Man sieht daraus, daB die Fraktion des ,,Lignin-methylalkohols‘‘ um 
fast 100°, zugenommen hat. Daraus folgt, daB ein Teil des Pektin- 
methylalkohols wahrend der Fermentation in die festere atherférmige 
Methoxyl-bindung iibergegangen ist. Dies steht vielleicht im Zusammen- 
hang mit der in der Praxis gemachten Erfahrung, dab zu weit fermen- 
tierte Tabake an Elastizitat verlieren und spréde werden (vgl. auch 
Smirnow, 1. c¢.). 

Aus den Durchschnittswerten der Tabelle III ist zu ersehen, dab 
pro 100 g Calcium 1815 mg Methylalkohol wahrend der Fermentation 
abgegeben sind. Da der Calciumgehalt des zur Garung verwendeten 
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Tabaks 133,94 g ausmachte, so belief sich die absolute Menge des bei 
der Fermentation abgespaltenen Methylalkohols auf 2431 mg. Daf 
nur 45°, dieses frei gewordenen Methylalkohols wiedergefunden sind, 
liegt wohl auBer an Verdunstungs-verlusten in der Hauptsache daran, 
daB jene Menge des abgelésten Methylalkohols auBer Ansatz blieb, 
die an den Wanden des Garkastens haftete. 

Die Abspaltung des Methylalkohols war — den friiheren Unter- 
suchungen von Newberg und Kobel zufolge — wohl durch das Ferment 
Pektase erfolgt, doch ist die Méglichkeit der Mitwirkung einer anderen 
Esterase nicht ausgeschlossen. Der Nachweis der Pektase gelang 
bemerkenswerterweise noch in dem zur Fermentation benutzten dach- 
reifen Tabak und in Spuren sogar in dem fermentierten Tabak. 

Pektase-praparate wurden erhalten durch Digerieren von je 5g 
einerseits dachreifen, andererseits fermentierten Tabaks mit je 35 cem 
Wasser und 2cem Toluol. Nach 24stiindigem Stehen bei Zimmer- 
temperatur unter 6fterem Umschiitteln wurde koliert und zentrifugiert. 
Je leem der erhaltenen Flissigkeiten wurde zu je 1 ccm 0,5 %iger 
Citronenpektin-lésung gefiigt. Bei dem Enzympraparat aus dem 
unfermentierten Tabak bildete sich bereits nach 114, Minuten ein festes 
Koagulum, wahrend mit dem Praparat aus vergorenem Tabak erst 
nach 30fach langerer Zeit eine minimale Ausflockung eintrat. Das 
gleiche Verhalten zeigten die Fermentlésungen gegeniiber A pfelsinen- 
pektin. ‘ 

Die Werte fiir die nach Tollens-Lefévre —- unter Beriicksichtigung 
der von mir (1. c.) angegebenen VorsichtsmaBregeln — mit dem Tabak- 
material vorgenommenen Kohlensdure-bestimmungen (Uronsaure- 
fraktion) sind aus Tabelle V zu ersehen. Diese Kohlensiurewerte 
fallen nach der Fermentation etwas geringer aus, jedoch betragt die 
Abnahme nur etwa 10°, des Anfangswertes. 


Tabelle V. Kohlenséure, gefunden nach Tollens-Lefévre. 





— — : = 


Vor der Fermentation Nach der Fermentation 




















9 CO, berechnet auf Jo COzg berechnet auf 
___|| Trockensubstans [Calcium | Trockensubstans | Calcium 
1. | 2,568 44,73 2470 | 41,46 
2. 2,565 44,77 2,388 40,03 
8. | a _ 2,438 40,93 
Mittelwert: | 2,564 | 44,75 2482 | 40,80 


AuBer auf Pektase wurde der dachreife Tabak vor der Fermentation 


noch auf das Vorhandensein folgender léslicher Enzyme gepriift : Hexose- 
di-phosphatase, Lipase, Amylase und Ketonaldehydmutase. Die Enzym- 


prifungen wurden mit einem Extrakt aus den aus Griechenland 
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beschafften dachreifen Tabakblattern ausgefiihrt, der in gleicher 
Weise hergestellt war, wie die 8. 392 beschriebene Pektase-lésung. 


a) Hexose-di-phosphatase. 
Die Spaltung des hexose-di-phosphorsauren Ester-salzes durch 
Tabak-extrakt bei 37° wurde durch kolorimetrische Bestimmung der 
frei werdenden Phosphorsaure ermittelt. Die zu verschiedenen Zeiten 


im Reaktionsgemisch als anorganisches Phosphat vorhandenen P-Mengen 
sind in Tabelle VI angegeben. 


Versuche. 
1. 10cem 3,644°,ige Magnesium-hexose-di-phosphat-lésung, 
10 ,, Tabak-extrakt, 
30 ,, Wasser, 














$2 eee 
2. 10 cem 3,644 °%ige Magnesium-hexose-di-phosphat-lésung, 
10 ,, % Stunde gekochter Tabak-extrakt, 
30 ., Wasser, 
2 ,, Toluol. 
3. 10 ccm Tabak-extrakt, 
40 ,, Wasser, 
2 ., Tod. 
Tabelle VI. 
es ee Tf een ee por: anorganischer Phosphor in je 50 ccm edidtenaipuitoch 
sake ee 3 pbte.. 
Zu Begin ....... | 3,48 2,32 2,095 
ST * ee 19,25 8,33 2.59 
Nach 4 Tagen ..... 40,25 3,65 2,98 
5 ieee 61,50 4,80 3,06 


Da 10cem 3,644°%ige Magnesium-hexose-di-phosphat-lésung 
58,8 mg P enthalten und in der Fermentlésung allein (Versuch 3) am 
Ende des Versuchs 3,06 mg anorganischer Phosphor vorhanden waren, 
so betrug die Spaltung des Phosphorsiure-esters nach 6 Tagen in 

61,5 


Versuch 1 —— 
ae oe 


= 99.4% der Theorie. 
b) Lipase. 
Der Nachweis der Lipase wurde durch Spaltung von Mono-butyrin 
gefihrt. Die quantitative Verfolgung der Hydrolyse geschah durch 
Messung der Oberflachenspannung!. Die zu verschiedenen Zeiten mit 


1 L. Michaelis und P. Rona, diese Zeitschr. 31, 345, 1911. 
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dem gleichen Stalagmometer gemessene Tropfenzahl in den Versuchen 
mit frischem und gekochtem Ferment ist aus der Tabelle VII zu ersehen. 


Versuche. 
1. 50cem Mono-butyrin-lésung (150 Tropfen im Liter), 
5 ,, frischer Tabak-extrakt, 
3 ,, Phosphat-puffer (pg = 7,85). 
2. 50 cem der gleichen Mono-butyrin-lésung, 
5 ,, ¥% Stunde gekochter Tabak-extrakt, 
3 ,, Phosphat-puffer (py = 7,85). 




















Tabelle VII. 
Zeit Tropfenzahl in Versuch 
ae CLS Oa oes Re 1 2 
NE ie sar 155 154 
2S Se ee 134 155 
eS RS age a ae ig ee 129 153 


Hieraus sieht man, daB in dem Versuch 2 mit gekochtem Ferment 
praktisch keine Verainderung der Oberflichenspannung eingetreten 
war, wahrend sie im Hauptversuch erheblich zugenommen und damit 
die Ester-hydrolyse offenbart hatte. 


c) Amylase. 

Auf Amylase priifte ich nur qualitativ, indem ich frischen und 
gekochten Tabak-extrakt auf 1°%ige Starkelésung einwirken lieB und 
die Jod-Starke-Reaktion verfolgte. Durch frisches Ferment wurde 
die Starke bis zum Verschwinden der blauen Jod-Stairke-Farbung 
abgebaut, mit gekochtem Ferment trat keine Farbanderung ein (Reihen- 
methode von J. Wohlgemuth'). 


d) Ketonaldehydmutase. 
Bei Einwirkung des Tabak-extrakts auf 0,05°%ige Methylglyoxal- 


lésungen und Priifung der Reaktionsgemische mit p-Nitro-pheny|- 
hydrazin-acetat? war keine Abnahme des Ketonaldehyd-gehalts wahr- 
zunehmen. Es ist also auf Abwesenheit dieses Ferments im Tabak- 
extrakt zu schlieBen. Das Enzym, das leicht léslich ist und ein wich- 
tiges Partial-agens der desmolytischen Systeme darstellt, fehlte, wic 


hervorzuheben ist, in den von mir verwendeten dachreifen Blattern 
Trotzdem waren sie in typischer Weise ,,fermentierbar**. 


1 J. Wohlgemuth, Grundri8B der Fermentmethoden 1918, 8. 39. 


2 C. Neuberg, diese Zeitschr. 49, 504, 1913; 51, 490, 1913; 88, 263, 1917. 
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Studien iiber die Struktur des Seidenfibroins. 
Von 
Emil Abderhalden und Hans Brockmann. 
(Aus dem Physiologischen Institut der Universitat Halle a. d. 8.) 


(Eingegangen am 7. Juni 1929.) 


* Unsere Kenntnisse iiber die Struktur der Proteine sind trotz heiBer 
Bemiihungen noch nicht tiber die von Emil Fischer geschaffenen Grund- 
lagen hinausgekommen. Fest steht, da8 in ihnen Aminoséuren séure- 
amidartig nach dem Typus der Polypeptide verkniipft sind. Dafiir spricht 
einerseits, da8 jene Fermente, die EiweiBabbaustufen zusammengesetzter 
Natur aufzuspalten vermégen, such synthetisch dargestellte Polypeptide 
hydrolysieren. Ferner ist es wiederho!t gegliickt, Verbindungen der zuletzt 
genannten Art bsim Abbau von Proteinen zu isolieren und, was die Haupt- 
sache ist, mit den entsprechenden, synthetisch gewonnenen Verbindungen zu 
identifizieren. Samtliche Proteinarten enthalten ohne Zweifel Polypeptid- 
ketten. Vielleicht sind sie tiberhaupt allesamt im wesentlichen sehr hoch- 
molekulare Polypeptide. Es mu8 jedoch auch mit der Méglichkeit gerechnet 
werden, daS daneben noch andere Bindungsarten vorkommen. Unter den 
EiweiSbausteinen —den Aminoséuren — finden sich mehrere, die Oxygruppen 
tragen (Serin, Oxyglutaminséure, Tyrosin, Oxyprolin). Es ist noch nicht 
aufgeklart, in welcher Art und Weise die Oxygruppen in das _ ,,Eiweib- 
molekiil“ eingefiigt sind, d.h. es ergibt sich die Frage, ob sie ‘frei oder 
besetzt sind. Weiterhin ist im Anschlu8 an die Fortschritte in der 
Erkenntnis der Struktur der hochmolekularen Kohlehydrate die Frage 
aufgeworfen worden, ob nicht auch im Eiwei8 Ringstrukturen vorhanden 
sind. In erster Linie wurde an das Vorhandensein von 2, 5-Dioxopiperazinen 
gedacht. Es sind denn auch Anhaltspunkte fiir das Vorhandensein von 
derartigen Ringsystemen gefunden worden. Zuniachst hat R. Brill! unter 
Laitung von R.O. Herzog das Réntgendiagramm von Seidenfibroin mit 
demjenigen von Alanyl-glycinanhydrid verglichen und eine groBe Ahnlich- 
keit festgestellt. Im hiesigen Institut ist der Versuch unternommen worden, 
mittels chemischer Methoden das Vorhandensein von Ringsystemen be- 
stimmter Art im‘Eiwei8 nachzuweisen. Zu Hilfe genommen wurden Farb- 


1 R. Brill, Liebigs Ann. 484, 204, 1923; vgl. auch R.O. Herzog und 
M. Kobel, Zsitschr. f. physiol. Chom. 184, 299, 1923; ferner R.O. Herzog, 
Halvetica Chimica Acta 11, 529, 1928. 
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reaktionen, die unter Ausschlu8 bestimmter, diese auch gebender Ver- 
bindungen als Hinweis auf das Vorhandensein von 2, 5-Dioxopiperazin- 
ringen verwendet werden diirfen. Ferner wurde versucht, die genannte 
Bindungsart von Aminoséuren unter Bedingungen aus Eiweif heraus- 
zuspalten, unter denen ihre sekundére Bildung médglichst ausgeschlossen 
war. Endlich wurde versucht, durch Reduktion die zugehérigen Piperazine 
festzustellen. Es gelang ferner, an Modellen zu zeigen, daB bei der Oxydation 
von Anhydriden der genannten Art Oxamid entsteht, wahrend in der 
Regel Polypeptide unter gleichen Bedingungen diese Verbindung nicht 
ergeben!. Weiterhin haben P. A. Levene und Mitarbeiter? die von ihnen 
gemachte Beobachtung, wonach optisch-aktive 2, 5-Dioxopiperazine durch 
verdiinntes Alkali inaktiviert werden (Enolisierung), fiir den Nachweis 
entsprechender Atomgruppierungen im Eiweif8 zu verwenden versucht. 
SchlieBlich haben Karrer und ferner Max Bergmann und Mitarbeiter an 
Modellen Studien tiber mégliche Ringstrukturen in Proteinen durchgefiihrt. 
Fassen wir die an EiweiB selbst gemachten Erfahrungen zusammen, dann 
ergibt sich, daB mancherlei Anhaltspunkte fiir das Vorkommen von Ring- 
strukturen in Proteinen und vor allen Dingen in Proteimoiden sprechen, 
jedoch treten sie gegeniiber der Polypeptidstruktur zuriick. 


In den letzten Jahren ist in immer gréBerem Umfange versucht worden, 
mittels physikalischer Methoden der Struktur hochmolekularer Stoffe 
nahezukommen. Vor allem galt es zunachst, ein Urteil iiber die Molekular- 
gréBe der in Frage kommenden Kérper zu gewinnen. Es sei in dieser Hinsicht 
auf die geistvollen Versuche von Th. Svedberg* verwiesen, der mittels der 
Bestimmung des Sedimentationsgleichgewichts und der Sedimentations- 
geschwindigkeit unter dem EinfluB eines starken Zentrifugalfeldes Auf- 
schluB iiber das Molekulargewicht von, Proteinen zu gewinnen versucht. 
Die von ihm gefundenen Werte besagen, daB ihre MolekulargréBe auBer- 
ordentlich hoch ist. Es sei weiterhin auf die Forschungen von Kurt H. Meyer* 
verwiesen, der auf Grund von réntgenographischen Untersuchungen fiir 
eine Micellarstruktur hochmolekularer Verbindungen eintritt. So wertvoll 
und anregend fiir die Weiterentwicklung unserer Vorstellungen iiber die 
Struktur zusammengesetzter Kérper die mit physikalischen Methoden 
erhaltenen Befunde auch sind, so wird dennoch die chemische Forschung 
hren vollen Wert behalten. Sie allein vermag zunachst die sicheren Grund- 
lagen fiir die Ausdeutung physikalischer Phinomene abzugeben und zu 
verhiiten, daB8 auf rein spekulativer Grundlage SchluGBfolgerungen gezogen 
werden, die schlieBlich mit chemischen Befunden in Widerspruch treten. 
So wird z. B. der Struktur des Seidenfibroins die Annahme zugrunde 
gelegt, daB ein Elementarkérper in Gestalt einer kristallinischen Substanz 
vorhanden sei, die etwa die Halfte des Seidenfibroins ausmache. An 
ihrem Aufbau sollen Alanin und Glycin beteiligt sein. Die auBerdem 
bei der Hydrolyse von Seidenfibroin aufgefundenen Aminoséuren, wie 


1 Vgl. hierzu die Arbeiten von EL. Abderhalden, Stix, Komm, Klarmann, 
Schwab u. a., Zeitschr. f. physiol. Chem. 182 und folgende. 


5 


2 P. A. Levene und M. R. Pfaliz, Journ. of biol. Chem. 68, 661, 192: 
und folgende Bande. 

3 Vgl. unter anderem Handb. d. biolog. Arbeitsmethod. Abt. ITI, Teil 3, 
8S. 479, 1927. 

* Vgl. die letzten Veréffentlichungen: diese Zeitschr. 208, 1, 1929; 
vgl. auch H. Staudinger, Zeitschr f. angew. Chem. 42, 37, 67, 1929. 
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Tyrosin, Serin usw., sollen neben diesem Elementarkérper vorhanden 
sein und in keiner direkten Beziehung zu ihm stehen. Vorlaufig sind keine 
chemischen Tatsachen bekannt, die eine solche Vorstellung stiitzen. Der 
eine von uns (Abderhalden) hat in Gemeinschaft mit Mahn! den Versuch 
unternommen, das genuine Seidenfibroin in Bestandteile aufzulésen, und 
zwar, nachdem es nach dem Verfahren von v. Weimarn in Lithiumbromid- 
lésung dispergiert war. 

Forschungen der letzten Jahre iiber den Abbau von Polypeptiden 
unter bestimmten Bedingungen haben Befunde gezeitigt, die neue Méglich- 
keiten eréffnen, die Struktur der Proteine aufzuklaren. Es hat sich heraus- 
gestellt, daB Polypeptide gegeniiber n-Alkali bei 37° ein verschiedenes 
Verhalten zeigen. Manche werden innerhalb bestimmter Zeiten gar nicht, 
andere langsam und wieder andere rasch hydrolysiert. Durch Einfiihrung 
bestimmter Gruppen in die freie NH,-Gruppe des Polypeptids kann die | 
Hydrolysengeschwindigkeit auBerordentlich beschleunigt oder aber auch! 
je nach der Art des eingefiihrten Radikals verlangsamt werden®. Ferner 
hat sich herausgestellt, daB Polypeptide, deren freie NH,-Gruppe besetzt 
ist, von dem Erepsinkomplex nicht angegriffen werden, wahrend die Wirkung 
des Trypsinkomplexes nicht aufgehoben ist. Diese Feststellungen ergeben 
die Méglichkeit, durch Einfiihrung bestimmter Gruppen in das genuine 
,,HiweiBmolekiil‘’ oder aber in seine Abbaustufen zusammengesetzter 
Natur, Bedingungen zu schaffen, unter denen beim Abbau unter Inne- 
haltung bestimmter Bedingungen Bruchstiicke iibrigbleiben, die sich in 
ihrer ganzen Struktur identifizieren lassen. Es sind in dieser Richtung 
bereits Versuche ausgefiihrt worden’. 


Wir stellten uns die Aufgabe, in Fortsetzung bereits vorliegender 
Untersuchungen‘ die Struktur jes Seidenfibroins mittels chemischer 
Methoden so weitgehend als nur méglich aufzuklaren. Wir benutzten 
zu unseren Versuchen entleimte Rohseide. Sie wurde nach dem Ver- 
fahren von P. P. von Weimarn® in konzentrierter Lithiumbromid- 
lésung dispergiert. Wir stellten zuniachst fest, ob sich die Teilchengrépe 
in der Dispersion mit der Zeit dndert. Es zeigte sich, daB das nicht der 
Fall ist. Auch nach Entfernung des Lithiumbromids behielt die Seiden- 
fibroinlésung nach langerem Erwarmen auf 37 bzw. 100° ihre physi- 
kalischen Eigenschaften bei —- gemessen an der Viskositaét und dem 
Drehungsvermégen. Weiterhin versuchten wir, auschlieBend an die 


1 Zeitschr. f. physiol. Chem. 178, 253, 1928. 

2 Vgl. hierzu Emil Abderhalden und Sickel, Brockmann, Suzuki, Képpel, 
Schwab, Moller, Schnitzler, Reich, Schweitzer, Schmitz, Herrmann, Fleisch- 
mann, Irion, Mayer, Zeisset, Vlassopolous u. A., Zeitschr. f. physiol. Chem. 
164 und folgende Bande; Fermentforschung 9 und 10. 

3 Vgl. E. Abderhalden und Erwin Schnitzler, Zeitschr. f. physiol. Chem. 
164, 159, 1927; Z£. Abderhaiden und Herbert Mahn, ebenda 178, 253, 1928; 
E. Abderhalden und W. Kréner, ebendaselbst 178, 276, 1928; Ferment- 
forschung 10, 12, 1928. 

* Vgl. insbesondere HE. Abderhalden und H. Mahn, Zeitschr. f. physiol. 
Chem. 178, 253, 1928. . 

5 Kolloidzeitschr. 40, 21, 1926. 








398 E. Abderhalden u. H. Brockmann: 


Beobachtungen des einen von uns (Abderhalden) und Schnitzler', das 
in Lithiumbromidlésung dispergierte Seidenfibroin durch Dialyse in 
Anteile zu trennen. Es zeigte sich, dap 6,9 bis 8,7°%, des dispergierten 
Proteins bei der Dialyse in die Aufenfliissigkeit iibergehen. Es ist nicht 
ausgeschlossen, daB es sich hierbei um Seidenleim handelt, der trotz 
wiederholten Auskochens unter Druck mit Wasser nicht entfernt 
worden ist. Weiterhin wurde versucht, aus der Seidenfibroindispersion 
mittels Ammonsulfatlisung eine Trennung in verschiedene Fraktionen 
herbeizufiihren. Es gelang wohl, nachzuweisen, daB dispergiertes Seiden- 
fibroin und geléster Seidenleim bei ganz verschiedener Ammonsulfat- 
konzentration ausgeflockt werden, so dab die Méglichkeit besteht, die 
beiden genannten Anteile der Seide auf dem genannten Wege ab- 
zutrennen, dagegen gliickte es nicht, die Seidenfibroinlésung als solche 
in Fraktionen mit besonderen Eigenschaften aufzuteilen. 


Unser Hauptaugenmerk war zunachst auf die Beantwortung der 
folgenden Fragestellung gerichtet: Gelingt es, in Seidenfibroin bestimmte 
Gruppen einzufiihren, die fiir bestimmte Atomgruppierungen im ,, Proteinoid - 
molekiil’‘ charakteristisch sind, und ergeben sich dabei quantitativ 
einheitliche Ergebnisse? Seidenfibroin enthalt zwei Aminosaiuren, die 
Oxygruppen tragen. Es sind dies Tyrosin und Serin. Der erstere Baustein 
ist im Seidenfibroin zu etwa 10°, enthalten. Wahrend seine Bestimmung 
als quantitativ aufgefaBt werden darf, ist das beim Serin nicht der 
Fall. Die. bisher festgestellte Menge (etwa 2°/,) stellt ohne Zweifel 
einen Minimalwert dar. Fiir das Tyrosin ist, da die Millonsche Reaktion 
mit Seidenfibroin nach ganz kurzer Einwirkung des Reagens positiv 
ausfallt, die Wahrscheinlichkeit sehr groB, daB die in ihm vorhandene 
Hydroxylgruppe im freien Zustand vorhanden ist. Beim Serin verfiigen 
wir iiber keine Anhaltspunkte dariiber, wie sich seine Hydroxylgruppe 
im EiweiBverband verhalt. Die Zahl der freien NH,-Gruppen ist im 
Seidenfibroin sehr gering, ja, es ist vorlaufig unbewiesen, ob das ge- 
nuine Seidenfibroin tiberhaupt freie NH,-Gruppen besitzt. Es besteht 
die Méglichkeit, da8 beim Dispergieren des Seidenfibroins in Lithium- 
bromidlésung eine Aufspaltung in geringem Umfang erfolgt. Wir 
kuppelten Seidenfibroin mehrfach mit Benzoylchlorid, und zwar mit 
verschiedenen Mengen davon, ferner mit p-Chlor- und p-Brombenzoy|- 
chlorid. Wir bestimmten jedesmal die Gesamtmenge der gebundenen 
Gruppen und ferner derjenigen, die leicht abspaltbar sind. Die Er- 
gebnisse stimmten unter Beriicksichtigung des Umstandes, daB wir 
es beim dispergierten Seidenfibroin mit einem sehr komplexen, hoch- 
molekularen Gebilde zu tun haben und ferner die angewandten Chloride 
verschieden leicht in Reaktion treten, recht gut untereinander tiberein. 


a 


1 Zeitschr. f. physiol. Chem. 164, 161, 1927. 
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Auf Grund von Modellversuchen — es wurden die entsprechenden 
Benzoylderivate der beiden in erster Linie in Frage kommenden Amino- 
siuren, Tyrosin und Serin, hergestellt und unter den gleichen Be- 
dingungen, wie das beim benzoylierten Seidenfibroin der Fall war, die 
eingefiihrte Gruppe abgespalten — glauben wir in Ubereinstimmung 
mit der Anschauung von Stefan Goldschmidt und Schén' schlieBen zu 
diirfen, daB der schwer abspaltbare Anteil der eingefiihrten Gruppen 
an die NH,-Gruppe angelagert ist, wahrend der leicht abspaltbare 
Teil mit OH-Gruppen in Beziehung getreten ist. Unter dieser Vor- 
aussetzung haben wir die bei den p-Chlor- und p-Brombenzoylprodukten 
erhaltenen Mittelwerte fiir den Gehalt an p-Chlor- und p-Brombenzoe- 
sdure auf Benzoesdure umgerechnet, um zu priifen, ob die gekuppelten 
Mengen an den drei Sauren in stéchiometrischem Verhialtnis vorliegen. 
Es ist dies, wie im experimentellen Teil dargestellt ist, in der Tat an- 
nahernd der Fall. Bei der Benzoylierung erhielten wir verschiedene 
Ergebnisse, je nachdem wir mit einem groBen Uberschu8 an Benzoy]l- 
chlorid kuppelten oder mit einem kleineren. Wir fiihren das darauf 
zuriick, daB im einen Falle mehr OH-Gruppen besetzt worden sind 
als im anderen. Wichtig ist, daB das voll benzoylierte Seidenfibroin 
keine Spur einer Millonschen Reaktion ergab, wahrend sie nach Ab- 
spaltung des leicht entfernbaren Anteils an Benzoyl wieder in Er- 
scheinung trat. Ein gleiches Verhalten zeigt Dibenzoyltyrosin. Diese 
Verbindung gibt keine Millonsche Reaktion. Sie wird sofort positiv, 
sobald in der Kalte verdiinnte Lauge das an der OH-Gruppe sitzende 
Benzoyl abspaltet. 


In der auf Seite 411 mitgeteilten Tabelle ist der Gehalt des Seiden- 
fibroins an Hydroxyl- und Aminogruppen aus den leicht und schwer 
abspaltbaren Benzoylgruppen berechnet. Man erkennt, da diejenigen 
Werte, die beim Benzoylfibroin fiir die freien NH,-Gruppen errechnet 
sind, gut miteinander iibereinstimmen. Auch der fiir das p-Brom- 
benzoylfibroin errechnete Wert gleicht sich weitgehend an. Ein etwas 
héherer — angesichts der an sich kleinen Werte und in Anbetracht 
des Umstandes, da8 ein hochmolekulares Gebilde gekuppelt wurde, 
jedoch auch nicht wesentlich abweichender —- Wert wurde beim p-Chlor- 
benzoylfibroin erhalten. Fiir den Gehalt des Seidenfibroins an OH- 
Gruppen, berechnet aus dem leicht abspaltbaren Teil der eingefiihrten 
Gruppen, wurden beim Benzoyl-, p-Brom- und p-Chlorbenzoylfibroin 
eng zusammenliegende Werte erhalten. Fiir einen Gehalt des Seiden- 
fibroins an etwa 10°, Tyrosin und 5%, Serin ergibt sich ein solcher 
an OH-Gruppen von 1,75 °%,. Dieser Wert steht mit den eben 
erwihnten in guter Ubereinstimmung. 


1 Zeitschr. f. physiol. Chem. 165, 279, 1927. 
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Zusammenfassung. 


Der Versuch, nach dem Verfahren von v. Weimarn in Lithium- 
bromidlésung dispergiertes Seidenfibroin durch Dialyse, ferner durch 
Fallung mit Ammonsulfat und endlich durch Benzoylierung und 
nachtragliches Ausziehen des in Lithiumbromidlésung unléslichen 
Produktes mittels des genannten Lésungsmittels in Anteile zu zerlegen, 
fiihrte zu keinem Erfolg, d. h. es konnten keine Anhaltspunkte dafiir 
gefunden werden, da8 Seidenfibroin eine Kombination verschiedener 
fiir sich bestehender, zusammengesetzter Anteile darstellt. 

Die Einfiihrung der Benzoyl-, p-Brombenzoyl- und p-Chlorbenzoy]- 
gruppe in das in Lithiumbromidlésung dispergierte Seidenfibroin fiihrte 
zu Derivaten, die die eingefiihrten Gruppen zum gré8ten Teil in leicht 
abspaltbarer und zum kleineren Teil in schwer abspaltbarer Form 
enthalten, und zwar ergab sich, daB unter Innehaltung gleicher Ver- 
suchsbedingungen gekuppelte Seidenfibroine erhalten werden, in denen 
lockere und festgebundene eingefiihrte Gruppen in annihernd gleichen 
Mengenverhiltnissen vorhanden sind. Diese Beobachtung macht es 
sehr wahrscheinlich, daB dem Seidenfibroin eine einheitliche Struktur 
zukommt. Der festgebundene Anteil an Benzoyl-, p-Brom- und p-Chlor- 
benzoyl diirfte freie NH,-Gruppen im Seidenfibroin besetzt halten. 
Seine Menge ist klein. Es steht nicht fest, ob genuines Seidenfibroin 
freie NH,-Gruppen aufweist. Es besteht naimlich die Méglichkeit., 
daB bei der Auflésung des genannten Proteinoids in Lithiumbromid- 
lésung in geringem Umfang eine Aufspaltung erfolgt. Der leicht ab- 
spaltbare Anteil an Benzoyl bzw. p-Brom- bzw. p-Chlorbenzoyl weist 
auf eine Bindung an Hydroxylgruppen hin, und zwar kommen von 
den Bausteinen des Seidenfibroins Tyrosin und Serin in Betracht. 
Der Umstand, daB sich diese Gruppen besetzen lassen, beweist, dai 
sie im Seidenfibroin in freier Form vorhanden sind. Es wire gezwungen, 
anzunehmen, da8 sie wihrend der Kupplung in Freiheit gesetzt werden. 
Es spricht somit vieles dafiir, daB wenigstens im Seidenfibroin die 
Hydroxylgruppen nicht an der Verkettung von Aminosiauren bzw. 
Komplexen von solchen teilhaben. Endlich sei noch hervorgehoben, 
daB sich Seidenfibroin und Seidenleim mittels Ammonsulfat trennen 
lassen. Das erstere wird von Ammonsulfat ausgesalzen, wahrend der 
letztere in Lésung bleibt und erst bei wesentlich héheren Ammon- 
sulfatkonzentrationen ausflockt. 


Experimenteller Teil. 

Ausgangsmaterial. 
Als Ausgangsmaterial diente gelbe Rohseide. Sie wurde nach 
der Vorschrift von Emil Fischer! durch dreimaliges dreistiindiges 





1 Emil Fischer und Skita, Zeitschr. f. physiol. Chem. 38, 177, 1901. 
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Auskochen mit der 15fachen Menge destillierten Wassers im Auto- 
klaven bei 120 bis 130° entleimt. Wir iiberzeugten uns, daB das Wasser 
nach Beendigung des Auskochens genau neutral geblieben war. Die 
Seide wurde danach in flieBendem Wasser griindlich ausgewaschen, ab- 
gepreBt und 6 Stunden lang mit Athylalkohol hei8 extrahiert. Der 
zuerst abflieBende Alkohol war gelb gefarbt. Nach Abpressen des 
Extraktionsgutes wurde 6 Stunden lang mit Ather hei8 extrahiert. 
Das durch Abpressen vom Ather méglichst befreite Material wurde 
bei 37° getrocknet. Aus 1 kg Rohseide gewannen wir etwa 732 g Seiden 
fibroin, das aus ganz schwach gelblich gefarbten glinzenden Faden 
bestand. 
Analysen des lufttrockenen Fibroins. 
Wasserbestimmung : 
I. 0,5207 g Substanz verloren nach sechsstiindigem Trocknen -bei 100° 
iiber P,O,; 0,0279 g H,O. 
II. 0,4277 g Substanz verloren nach sechsstiindigem Trocknen bei 100° 
iiber P,O,; 0,0219g H,O. 
Gef.: I. 5,73% H,O. II. 5,84% H,O. 
Hoéheres Erhitzen bis auf 160° bawirkte keinen weiteren Wasserverlust. 


Aschebestimmung : 

I. 0,5024g Substanz, im Porzellantiegel vergliiht, hinterlieBen 0,0039 g 
Riickstand. 

II. 0,3015 g Substanz, im Porzellantiegel vergliiht, hinterlieBen 0,0020 g 
Riickstand. f 

xef.: I. 0,77% Asche. II. 0,66°% Asche. 

Stickstoffbestimmung nach Kjeldahl: 

I. 60,6 mg lufttrockene Substanz verbrauchten 7,60 ccm n/10 H,S0O,. 

II. 116,5 mg lufttrockene Substanz verbrauchten 14,51 ccm n/10 H,S0O,. 


Umgerechnet auf wasserfreie Substanz, wobei der Wassergehalt mit 
5,79% in Rechnung gesetzt ist, urgibt I. 18,64°% N, IT. 18,51% N. 
Verbrennung : : 
I. 7,506 mg Substanz gaben 4,15mg H,O und 7 mg CQ,. 
II. 4,704 ,, te oo a + tw os. OFF, COOy 
Gef.: I. C = 46,62%, H = 6,19%. 
II. C = 47,48°%%, H = 6,49° 


Dispergierung des Fibroins mit konzentrierter LiBr-Lésung 
und Dialyse der so erhaltenen Lésung. 

Wir haben zunachst untersucht, ob die TeilchengriéBe der bei der 
Dispergierung von Seidenfibroin in konzentrierter Li Br-Lésung ent- 
stehenden kolloiden Lésung von der Behandlung des Sols bei ver- 
schiedener Temperatur abhingig ist, wie das von Max Frankel! bei 


1 Kolloidzeitschr. 45, 355, 1928. 
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der Gelatine beobachtet worden ist. Wir haben als Kennzeichen fiir 
Anderung der Teilchengré&e die Viskcsitatsbestimmung benutzt. Es 
wurde im Osiwaldschen Viskosimeter die AusfluBzeit einer Lésung 
von Fibroin in LiBr, die bei verschiedener Temperatur aufbewahrt 
worden war, gemessen. Die folgende Tabelle zeigt, daB eine Vis- 
kositaétsanderung nicht eintrat. 

5g Fibroin wurden in 30 ccm einer Lésung von LiBr gelést, die 
100 g LiBr in 100 cem H,O enthielt. Es wurde auf 40 ccm verdiinnt. 





Behandlung der Lésung ecg oy MefBifebler 


Messung sofort nach Herstellung. .... . 21 Min. — Sek. + 20 Sek. 


Messung nach dreitagigem Aufbewahren bei37® 21 , 20 , +20 , 
Messung nach vierstiindigem Erhitzen auf 100° 20 , 45 , +20 , 


Bei der Dialyse von in LiBr-Lésung dispergiertem Seidenfibroin 
wurde von Abderhalden und Schnitzler! beobachtet, da®B das AuBen- 
wasser Ninhydrinreaktion gab. Wir konnten diesen Befund bestitigen. 
Die Ninhydrinprobe war allerdings erst deutlich, wenn das AuBen- 
wasser vor Anstellung der Probe eingeengt worden war. Es muBte 
also ein Teil des Seidenfibroins durch die Membran diffundiert sein. 
Da die Méglichkeit bestand, auf diese Weise eine Zerlegung des Fibroins 
herbeizufiihren, wurde die Menge des durch die Membran gewanderten 
Anteils quantitativ bestimmt. Es wurden jeweils 20g lufttrockenes 
Seidenfibroin in 50 ccm einer LiBr-Lésung gelést, die 100g Salz in 
100 ccm Fliissigkeit enthielt. Diese Lésung wurde nach Zusatz von 
etwas Thymol und Uberschichtung mit Toluol im Gutbierschen Schnell- 
dialysator bis zum Verschwinden der Br’-Reaktion im AuBenwasser, 
teilweise aber auch langer, dialysiert. Zur Bestimmung des nicht 
dialysierten Anteils wurde die Lésung quantitativ aus der Hiilse heraus- 
gespilt und auf dem Wasserbad zur Trockne verdampft. Der bei 
120° iiber P,O,; getrocknete Riickstand wurde gewogen. Die Tabelle 
gibt die Ergebnisse der Versuche wieder. 





Angewandte Menge Dauer Gewicht Dialysierte Menge in 
Fibroin (lufttrocken) | der Dialyse des Riickstandes 0/9 des wasserfreien 
ra Std. 8 Fibroins 
20 | 36 17,36 7.8 
20 48 17,54 6,9 
20 120 17,20 8.7 


Die Menge des dialysierten Anteils war also nicht gro8 und nahm 
auch bei langerer Dialyse nicht wesentlich zu. Das Dialysat bildete 


1 Zeitschr. f. physiol. Chem. 164, 161, 1927. 
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eine triibe, gelbe Lésung. Die Ninhydrinreaktion, ebenso die Reaktion auf 
Tryptophan waren positiv. Die Biuretreaktion war kirschrot. Zusatz 
von Saure und Alkohol bewirkte keine Ausflcckung. Das Sol ist hitze- 
bestandig. Bei langerem Stehen trat gelegentlich Erstarrung zur Gallerte 
ein. Beim Eindunsten der Lésung binterblieb das Fibroin als amorphe, 
hornartige Masse, die in Wasser unldéslich war, sich aber in Li Br-Liésung 
wieder dispergieren lie’. Beim Erwarmen der feingepulverten Masse 
mit n-NaOH trat nach kurzer Zeit Lisung ein, was beim nativen 
Fibroin nicht der Fall ist. 


Analysen des bei 100° iiber P,O,; im Vakuum getrockneten, dialy- 
sierten Seidenfibroins. 


Aschebestimmung : 

I. 0,5726 g Substanz hinterlieBen, im Porzellantiegel vergliiht, 0,0040 g 
Riickstand. : 

II. 0,5213 g Substanz hinterlieBen, im Porzellantiegel vergliiht, 0,0037 g 
Riickstand. 

Gef.: I. 0,70% Asche. II. 0,71% Asche. 

Stickstoffbestimmung nach Kjeldahl: 

I. 0,1426 g Substanz verbrauchten 18,63 ccm n/10 H,S0O,. 

II. 0,0671 g om ne 8,78 ,, n/l0 H,SO,. 


Gef.: I. 18,38% N. II. 18,33% N. 


Verbrennung: 
I. 8,275 mg Substanz gaben 4,81 mg H,O und 14,48 mg CQ,. 
II. 8,295 ,, ‘ss wt 78... BO. . 1488. CQ. 
Gef.: I. C = 47,12%. H = 6,51%. 
Il. C = 47,08%. H = 6,46%. 


Fallungsversuche mit kalt gesattigter Ammonsulfatlésung. 


Je 2ccm einer etwa 8°,igen Scidenfibroinlésung, die kein Li Br 
mehr enthielt, wurden mit steigenden Mengen einer bei 20° gesittigten 
Ammonsulfatlésung versetzt. Dann wurde auf 10ccm aufgefiillt, 
so daB die Lésung an Seidenfibroin etwa 1,6°, enthielt. Beim Zusatz 
von 1,.2cem Ammonsulfatlésung erfolgte schwache Triibung, beim 
Zufiigen von 2,6 ccm war im Filtrat durch Zugabe von Ammonsulfat- 
lésung keine Fallung mehr zu bemerken. Zum Unterschied von Seiden- 
fibroin wird Seidenleim erst durch eine sehr hohe Konzentration an 
Ammonsulfat ausgefallt. 


EinfluB thermischer Behandlung dialysierter Seidenfibroin- 
lésung auf Viskositét und optische Aktivitat. 


Um zu priifen, ob auch nach Entfernung des Li Br bei thermischer 
Behandlung die TeilchengréfSe des Seidenfibroins sich wesentlich andert, 
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wurden an einer 2,5°%, igen Fibroinlésung nach verschiedener Behand- 
lung die Viskositét und die optische Drehung gemessen. 


Wasserwert des Ostwaldschen Viskosimeters bei 20°. 67 Sek. 





Behandlung der Lésung ae bel [a}é , 
Messung nach Dialyse. ........ es | 94,5 — 1,46° 
Messung nach 72stindigem Stehen bei 37° . . 94,7 — 1,45° 
Messung nach 4stiindigem Erhitzen auf 100° . 93,8 — 1,45° 


Einwirkung von KHCO, auf in Wasser dispergiertes 
Seidenfibroin. 

Da bei den Benzoylierungsversuchen Seidenfibroin einige Zeit 
in Kaliumbicarbonatlésung aufbewahrt wird, wurde festgestellt, ob 
dieses einen hydrolysierenden Einflu8 ausiibt. Auf Hydrolyse wurde 
mittels Viskositétsmessung und Formoltitration gepriift. Folgende 
Tabelle zeigt, daB eine erhebliche Abnahme der Viskositat schon 
stattfindet, wenn durch Formoltitration eben gerade eine Aufspaltung 
festzustellen ist. Lésung an Alkali halbnormal, an Fibroin 2,5 °,ig. 
Temperatur 20°. 











_ Drebungewinkel [ ale "Auslaufgzeit bei 200° | —ie 
0 — _ 0,649 95,5 0,22 cem n/5 NaOH 
2 — 0,58° 82,0 | Sakae = 


Eine an Seidenfibroin 2,5°,ige Lésung wurde mit dem gleichen 
Volumen 20°, iger KHCO,- Lésung versetzt. Titrationsprobe 4 ccm, 
nachdem die Kohlensaure entfernt war. 





Zeit : Auslaufszeit bei 20° ie Formoltitration ee 
Std Std. Verbrauch an af NaOH 
0 83,3 0,20 
5 83,5 0,22 


Darstellung von Benzoylfibroin. 


Zur Benzoylierung wurden 5g lufttrockenes Seidenfibroin in 
50°, iger LiBr-Lésung dispergiert und im Schnelldialysator bis zum 
Verschwinden der Br’-Reaktion im AuSenwasser dialysiert. Dann 
wurde das Dialysat in einen Filtrierstutzen gespiilt, auf 1 Liter auf- 
gefiillt und mit 50g Kaliumbicarbonat versetzt. Die Benzoylierung 
geschah, wie bei Goldschmidt und Schén'!, durch langsames Eintragen 
von Benzoylchlorid unter Turbinieren. Wir anderten die Methode 
insofern etwas ab, als wir das Benzoylchlorid mit dem gleichen Volumen 
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Ather mischten und durch den Riihrer — einem am unteren Ende 
U-férmig gebogenen Rohr — zutropfen lieBen. Durch den Atherzusatz 
wurde das starke Schiumen der Reaktionsfliissigkeit gemindert. Die 
Benutzung des Riihrers als ZufluBrohr fiir das Séurechlorid verhinderte, 
daB dieses auf dem Schaum hingen blieb. Wir haben auch versucht, 
die Benzoylierung in einer Wulffschen Flasche auf der Schiittelmaschine 
durchzufiihren, haben aber diese Methode bald wieder verlassen. 

Bald nach Beginn der Kuppelung schied sich ein weiBer, flockiger 
Niederschlag ab. Nachdem im Verlauf von 3 Stunden 35g Benzoyl- 
chlorid eingetragen und das Riihren noch eine Stunde fortgesetzt 
worden war, wurde die entstandene weife Fallung abgenutscht. Wir 
iiberzeugten uns, daB die Reaktion der Lésung noch alkalisch war 
und im Filtrat weiterer Zusatz von Benzoylchlorid nur noch eine 
schwache Fallung von Benzoesaéure bewirkte. 


Reinigung des Kupplungsproduktes. 


Die Fallung von Benzoylfibroin wurde zunichst griindlich mit 
Wasser ausgewaschen. Um eventuell gebildetes Alkalisalz des Kupp- 
lungsproduktes zu zersetzen, wurde mit 10°,iger H,SO, digeriert und 
dann mit H,O bis zum Verschwinden der SO/-Reaktion auf der Nutsche 
ausgewaschen. Drei- bis viermaliges Auswaschen mit Alkohol und dann 
mit Ather entfernte den gréBten Teil der Benzoesiure. Nachdem 
auf dem Wasserbad getrocknet worden war, wurde der Niederschlag 
fein zerrieben und durch ein feines Haarsieb getrieben (2500 Poren 
pro Kubikzentimeter). Mehrstiindiges Extrahieren mit heiBem Toluol 
entfernte die letzten Reste anhaftender Benzoesaurg. Die Extraktion 
wurde so vorgenommen, daB die Extraktionshiilse mit der Substanz 
in den langen Hals eines Jenaer Rundkolbens gesteckt wurde, der 
mit einem RiickfluBkiihler versehen war. Einige am unteren Halsteil 
angebrachte Dornen verhinderten das Hineinfallen der Hiilse in den 
Kolben. Um zu priifen, ob noch Benzoesiure vorhanden war, wurde 
die vom Toluol abgenutschte Masse langere Zeit hei’ mit Alkohol 
extrahiert. Durch Titration des abfiltrierten Alkohols mit n/10-alko- 
holischer NaOH gegen Thymolphthalein als Indikator lie} sich ein 
etwa vorhandener Gehalt an geléster Benzoesiure erkennen. Dieses 
so gereinigte Praiparat wurde zunichst auf dem Wasserbad, dann 
bei 100° im Vakuum iiber P,O, getrocknet. Die Ausbeute betrug, 
bezogen auf dialysiertes, wasserfreies Fibroin, etwa 90°. 

Das so gewonnene Benzoylfibroin war ein farbloses, amorphes 
Pulver, fiir das kein Lésungsmittel gefunden werden konnte. Im 
Vakuum von 1 mm wurde beim Erhitzen auf 138° keine Benzoesaure 
abgegeben. Die Benzoylfibroine sind im Gegensatz zum Fibroin in 
LiBr-Lésung unléslich. 
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Um die Leistungsfahigkeit der Reinigungsmethode auszuprobieren, 
wurde durch Fallen einer Fibroinlésung mit einer alkoholischen Lésung 
von Benzoesaure eine Adsorption dieser Saure an Fibroin hergestellt, 
die nun dem geschilderten Reinigungsverfahren unterworfen wurde. 
Es ergab sich, daB sich ein von Benzoesaure freies Fibroin gewinnen 
lieB, so daB die Brauchbarkeit der angewandten Reinigungsmethode 
erwiesen ist. 


Das benzoylierte Fibroin gab mit Millons Reagens beim Erwirmen 
keine Rotfarbung, wahrend sich dialysiertes, wasserunlésliches Seiden- 
fibroin beim Erwarmen mit dem Reagens sofort blutrot farbte. Di- 
benzoyltyrosin verhielt sich genau so wie Benzoylfibroin. Wurden jedoch 
Benzoylfibroin und Dibenzoyltyrosin in n-NaOH gelést und dann 
5 Minuten bei Zimmertemperatur aufbewahrt, bevor die Millonsche 
Probe angestellt wurde, so fiel diese deutlich positiv aus. 


Benzoylbestimmung der Kupplungsprodukte. 


Um den Benzoylgehalt der Kupplungsprodukte zu bestimmen, 
wurde durch mehrstiindiges Kochen mit 2 n-NaOH die Benzoylgruppe 
abgespalten. Dann wurde die Benzoesiure durch Ubersiuern mit H, S80, 
frei gemacht, ausgeithert und titriert. Man kann zum Ausathern mit 
Vorteil den von Abderhaiden und Brockmann’ beschriebenen Apparat 
zum quantitativen Ausaithern der Pikrinsiure benutzen. Da wir sehr 
viele Reihenbestimmungen durchzufiihren hatten, haben wir uns einer 
Mcdifikation der geschilderten Analysenmethode bedient. Etwa 0,2 
bis 0.3g Substanz wurden in ein Réhrchen von 7cm Lange und 
2cm Durchmesser (aus Reagenzglisern durch Absprengen hergestellt) 
eingewogen und mit 10ccm 2n-NaOH iibergossen. Nach Aufsetzen 
eines Steigrohrs wurde 3 bis 4 Stunden lang im Wasserbad auf 100° 
erwirmt. Scdann wurde durch Zugabe von 5,2ccm 4n-H,SOQ, die 
Benzoesiure in Freiheit gesetzt. Das Réhrchen wurde nun in den Hals 
eines zur Hilfte mit Ather gefiillten Mikrokjeldahlkolbens gesteckt, 
der am unteren Halsteil 3 Dornen besaB, die das Hineinfallen des 
Réhrchens in den Kolben verhinderten. In das Réhrchen wurde ein 
11 bis 12 cm langes, oben trichterférmig erweitertes Glasrohr gestellt 
(ausgezogenes Reagenzglas), worauf der Mikrokjeldahlkolben mit 
einem RiickfluBkihler versehen wurde. Beim Anheizen tropfte der 
im Kihler kondensierte Ather in das Trichterrohr, perlte durch die 
Flissigkeit, sammelte sich auf ihr und floB schlieBlich tiber den Rand 
des Réhrchens in den Kolben zuriick. Nach Beendigung des Versuchs 
wurde der Ather, der nun alle Benzcesiure enthielt, quantitativ in 


1 Fermentforschung 10, 163, 1929. 
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einen Schiitteltrichter iibergefiihrt und zweimal mit Wasser gewaschen, 
um eventuell mitgerissene Schwefelsiure zu entfernen. Nach Zugabe 
von 20cem Alkohol wurde im Trichter mit n/10-alkoholischer NaOH 
gegen Thymolphthalein titriert. 


Wie Goldschmidt und Schén beim Casein und Eieralbumin', fanden 
wir auch beim Seidenfibroin, daB ein Teil der gekuppelten Benzoesiure 
durch 2n-NaOH schon in der Kalte in kurzer Zeit abgespalten wird. 
Zur Bestimmung dieses kalt verseifbaren Anteils wurde genau so 
verfahren, wie bei der Gesamtbenzoylbestimmung, nur daB die Réhrchen 
nicht erhitzt, sondern 5 bis 6 Stunden bei Zimmertemperatur unter 
haufigem Umschiitteln aufbewahrt wurden. Das Benzoylfibroin léste 
sich ziemlich schnell in der Lauge auf. Beim Ansiuern schieden sich 
gallertige Massen ab, die das Ausithern erschwerten und leicht etwas 
Benzoesiure einschlieBen kénnen. In zweifelhaften Fallen haben wir die 
Extraktion so lange fortgesetzt, bis nichts mehr in den Ather iiberging. 


Beleganalysen. Titration von Benzoesiéiure in einem Gemisch von 
50cem Ather und 20cem Alkohol mit n/10-alkoholischer NaOH und 
Thymolphthalein als Indikator. Der Laugenverbrauch des benutzten 
Alkohols ist selbstverstaéndlich beriicksichtigt. 


0,2030 g Benzoeséure brauchten 16,62 ccm n/10-NaOH. Gef.: 0,2028 ¢ 


Benzoeséurey 
0,0569 g Benzoeséure brauchten 4,62ccm n/l10-NaOH. Gef.: 0,0565¢ 
Benzoesiure. 


{ 
{ 


Extraktionsversuche im angegebenen Apparat. 


Um zu priifen, wie lange im Extraktionsapparat extrahiert werden 
muB, um alle Benzoesiure zu gewinnen, wurde eine abgewogene Menge 
Benzoesiure im Einsatzrohr des Apparats in 10cem 2n-NaOH geldst. 
Nach Ansdéuern mit 5cem 4n-H,SO, wurde 2 Stunden lang extrahiert. 








mee ~~ Menge wees Une Yotanuane Lauge | Gefundene Menge Siure 
0,0578 2 4,71 0,0575 
0,0349 | 2 2,82 0,0845 
0,0185 2 1,48 0,0181 


Benzoylbestimmungen von fiinf Benzoylfibroinen derselben 
Darstellungsweise. 


Gekuppelt wurden 4,4 g wasserfreies, dialysiertes Fibroin, gelést 
in | Liter destilliertem Wasser unter Zusatz von 50 g Kaliumbicarbonat. 
Im Verlauf von 4 Stunden wurden 35g Benzoylchlorid eingetragen. 
Die Tabelle gibt die Ergebnisse der Benzoylbestimmungen wieder. 


Ale. 
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G , || Besti " k ! I 
hananpibecamenens i vou yee | Prozente an Benzoyl 
Nr. | Vertaemasts | Vesborust | 
Einwage ‘NaOH | Einwage ‘NeOH | Soe comiine a. 
com cm ] 
| 
1 0,3363 3,28 0,3303 2,54 || 10,24 8,07 2,17 ‘ 
0,2458 2,37 | 0,2645 2,00 10,13 7,94 2,19 ) 
2 | 0,8441 | 323 | 01749 1,40 985 | 841 1,44 : 
0,1944 1,90 0,2600 1,98 10,27 8,00 2,27 V 
3 || 02568 | 2,47 0.2708 = -2,15 10,34 | 8,35 1,99 li 
0,2269 2,23 || 0,2632 2,00 10,33 7,98 2,35 n 
4 0,2325 | 2,20 0,2697 2,10 9,94 8,18 1,76 f 
0,2812 | 2,75 0,2869 2,12 | 10,27 7,77 2,50 g 
6 0.2170 | 2,06 || 0,2091 169 | 997 8,49 1,48 T 
0,2497 2,32 | 0,2055 1,60 9,79 8,18 1,61 
Als Mittelwert ergibt sich: 
COMMENT 3 os a aia 8 oe 
Kalt verseifbarer Anteil. ...... 814% 
Schwer verseifbarer Anteil ..... 1,99% 
Benzoylbestimmungen von Benzoylfibroinen, die mit groBem 
UberschuB von Benzoylchlorid hergestellt waren. 
Gekuppelt wurden 4,4 g wasserfreies dialysiertes Fibroin, gelést 
in 500 cem Wasser unter Zusatz von 100 g Kaliumbicarbonat. Im Laufe 
; einer Stunde wurden 70g Benzoylchlorid bei 20° eingetragen, worauf 
noch 2 Stunden weiter geriihrt wurde. 
‘|| Gesamte Bestimmung deskalt || p_ : 
| nensoGibertinmung | veribures ‘Aatcils || Prozente an Benzoy 
Nr. | Vertosesh Votes i 
i Einwage NaOH Einwage ‘NeOH | — ro. | souls : 
i com cm Se 
— — = ay =e Hee a 5 Paroeaae se T 
1 0,3204 | 4,07 0,2606 2,84 ! 13,34 11,44 1,90 
0,1844 | 1,71 0,3064 8,40 | 18,36 | 12,65 1,71 
2 | 0,2986 3,70 0,2953 , 3,17 | 13,28 | 11,27 1,96 
0,4527 5,85 0,3333 3,60 | 13,57 | 11,34 2,23 
8 0,3414 4,48 0,2512 2,82 | 13,78 11,79 1,99 ; 
| 0,3453 | 4,50 0.2777 | 2,98 | 18,69 | 11,27 2.42 bi 
4 | 02814 | 297 | 02781 | 295 | 1847 | 1134 | 218 de 
| 03745 4,71 0,3045 3,34 13,20 11,52 | 1,68 ch 
Als Mittelwert ergibt sich: lay 
Gesamtbenzoyl .. . Jie eee ERM we 
Kalt verseifbarer Anteil. . . . . . . 11,45% i 
Al 


Schwer verseifbarer Anteil .... . 2,00% 
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Behandlung 
von Benzoylfibroin mit konzentrierter 
LiBr-Lésung. 


Um zu priifen, ob in den Benzoylfibroinen mitgerissenes, nicht 
benzoyliertes Protein enthalten war, wurde ein Benzoylfibroin, das 
13,4.°, Gesamtbenzoyl und 11,30°, kalt verseifbares Benzoyl enthielt, 
4 Stunden lang auf dem Wasserbade mit einer Li Br-Lésung behandelt, 
die 100 g LiBr in 100 cem Wasser enthielt. Das Kupplungsprodukt ver- 
wandelte sich in eine zaihe, klebrige Masse, die nach der Behandlung so 
lange mit Wasser gewaschen wurde, bis im Waschwasser mit Silber- 
nitrat kein Br’ mehr nachweisbar war. Die getrocknete Masse wurde 
fein zerrieben, durch ein Haarsieb getrieben und dann mit Wasser 
griindlich ausgekocht, um die letzten Reste LiBr zu entfernen. Nach 
Trocknung im Vakuum wurde der Benzoylgehalt bestimmt. 


Gesamtbenzoylgehalt : 
I. 0,1924 g Substanz brauchten 2,40 cem n/10 NaOH. 


II. 0,2050 g Ps om 2,57 ,, n/10 NaOH. 
Gefunden : 
I. 13,10% Benzoylgehalt. 
II. 13,16% se 


Bestimmung des kalt verseifbaren Anteils: 
I. 0,2376 g Substanz brauchten 2,51 ccm n/10 NaOH. 


II. 0,2772 ¢ or ‘i 2,00 ,, n/l0 NaOH. 
Gefunden : 
I. 11,10% Benzoylgehalt. 
Il. 11,36% ” 


Es zeigt sich somit, daB durch Benzoylierung eine Trennung des 
Seidenfibroins in einen benzoylierten und einen nicht benzoylierten 
Teil nicht zu erreichen ist. 


Kupplung 
von Seidenfibroin mit p-Chlorbenzoylchlorid. 


In eine Lésung von 2,2 g dialysiertem Fibroin und 25 g Kalium- 
bicarbonat in 500 ccm Wasser wurden genau wie bei der Gewinnung 
des Benzoylfibroins im Verlauf von 2 Stunden 10g p-Chlorbenzoy]- 
chlorid in Ather gelést bei 20° eingetragen. Nachdem noch 2 Stunden 
lang geriihrt worden war, wurde, wie beim Benzoylfibroin beschrieben, 
aufgearbeitet und gereinigt. Das Kupplungsprodukt ist ein amorphes, 
weiBes Pulver, das sich in konzentrierter Li Br-Lésung nicht auflést. 
Ausbeute etwa 90°. 
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p-Chlorbenzoylbestimmung von fiinf Praparaten derselben 


Darstellungsweise. 





Gesamt- 
benzoylbestimmung 


Bestimmung des kalt 


vensiiiieaned iaadiie Prozente an p-Chlorbenzol 














Nr. Vastoeneh Veewas® . 
Einwage | NaOH | Einwage | ‘NaOH | Genaoyl | verscifbar | verseifbur 
; AEAEELT! ST ond BR | SE ce . 
1 0,2525 3,15 0,2508 2,20 17,40 12,24 5,16 
| 0,2196 2,80 0,2252 2,00 17,79 12,39 5,40 
2 0,2175 2,78 0,2186 2,00 17,83 12,76 5,07 
3 0,3583 4,47 0,3172 2,76 17,40 12,14 5,26 
0,2175 2,66 0,2537 | 2,24 17,06 12,32 4,74 
4 0,1947 2,42 0,2830 2,53 17,34 12,47 4,87 
0,2347 2,85 0,3134 | 2,82 16,94 12,55 4,39 
5 0,2367 2,84 0,2823 2,58 17,13 12,75 4,38 
0,2296 2,82 0,3493 3,23 16,74 12,90 3,84 
Als Mittelwert ergibt sich: 
Gesamt-p-chlorbenzoy] 17,30% 
Kalt verseifbarer Anteil. . 12,50% 
Schwer verseifbarer Anteil 4,80 % 


Kupplung von Seidenfibroin mit p-Brombenzoylchlorid. 

Die Darstellung des p-Brombenzoylfibroins erfolgte genau 
wie die der p-Chlorbenzoylfibroine. Die Ausbeuten betrugen etwa 
90°. Das Kupplungsprodukt ist ein weifes, amorphes Pulver, das 
sich in konzentrierter Li Br-Lésung nicht lést. 


8O 





















ge — aa ee Prozente an psBrombenzoy! 
Nr. Verbenech Verbrauch : 
Einwage | ‘NaO H Einwage NaO H en ea coulibees 
com ccm } 
1 0,2977 | 3,87 0,2134 1,85 20,83 15,95 4,88 
0,2850 3,33 0,2982 2,65 21,50 16,35 5,15 
2 0,3439 3,74 0,2157 1,90 20,00 16,21 8,89 
0,2384 2,59 0,3035 2,68 19,99 16,25 3,74 
3 0.4218 4,69 0,2976 | 2,61 20,46 16,03 4,33 
0,3537 | 3,18 0,3282 2,90 20,18 16,26 3,92 
4 | 02615 | 2,85 0,2598 | 2,35 20,05 . 16,64 3,41 
0,2233 2,43 0,3959 3,62 20,02 | 16,84 3,19 
5 0,2774 3,06 0,2810 | 2,41 20,30 15,78 4,52 
0,2534 2,75 0,3736 3,26 19,97 16,05 3,92 
Als Mittelwert ergibt sich: 
p-Brombenzoyl (Gesamtwert) . - 20,138% 
Kalt verseifbarer Anteil . - 16,25% 
Schwer verseifbarer Anteil 3,88 % 
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elben Der Gehalt des Seidenfibroins an OH- und NH,-Gruppen, 

berechnet aus dem Benzoylgehalt der verschiedenen Benzoyl- 
fibroine. 
zol : \ 
2 A Gesamtbenzoyl- 
Kupplungsprodukt, aus dem die__ | 

* al angegebenen — befechnet oor .. F A OH N Hg 

rseifbar ||_ 1008 Fibroin | OF %, 
Benzoylfibroin ...... . | 11,25 9,05 2,22 1,47 | 0,32 

5.16 Benzoylfibroin, gekuppelt mit 

5 40 grobem UberschuB an | 

9 Benzoylchlorid . . ... . | 15,54 13,53 2,01 2,19 | 0,81 

5,07 p-Chlorbenzoylfibroin . . . . | 15,74 11,20 4,54 | 1,81 | 0,69 

5.26 p-Brombenzoylfibroin . . . . 14,38 11,61 2,77 1,88 | 0,42 
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Uber das Harn-adialysat. 


Von 
H. Pribram. 


(Aus dem pharmakologischen Institut der deutschen Universitat in Prag.) 


(Eingegangen am 7. Juni 1929.) 


In einer Reihe fritherer Arbeiten habe ich das Vorkommen der 
kolloidalen Bestandteile des Harns Gesunder und Kranker sowie seine 
chemischen und biologischen Eigenschaften zum Gegenstand meiner 
Untersuchungen gemacht. Hervorgehoben sei, da8 das Harn-adialysat 
eine Fraktion darstellt, die einen Stickstoffgehalt besitzt, der dem des 
EiweiBes nahesteht, daB sie eine Reihe von EiweiBreaktionen gibt, 
andere wiederum vermissen l4Bt, und daB die intravendse Injektion 
des Harn-adialysats bei Kaninchen regelmaBig zu einer Miose und einem 
Schlafzustand fiihrt'. 

Weitere Untersuchungen hatten die Aufgabe, die Harnkolloide 
naiher zu charakterisieren, den biologisch wirksamen Anteil derselben 
méglichst von unwirksamen Beimengungen zu befreien und die Dar- 
stellungsmethode im Sinne einer Vereinfachung und gréBeren Ergiebig- 
keit zu modifizieren. 


I. Methodik der Darstellung des Adialysats. 


Die Dialyse erfolgte teils durch tierische Membranen (Goldschlager- 
haut), teils durch Kollodiumschliuche. Als AuBenfliissigkeit wurde 
entweder Wasser oder n/10 Salzsiure benutzt, letztere, um die 
anorganischen, im Wasser nicht léslichen Stoffe des Adialysats in Form 
der Chloride leichter dialysabel zu machen. Der im Schlauch verblei- 
bende adialysable Anteil enthielt neben einem wasserunléslichen 
Niederschlag eine wasserlésliche, oben bereits charakterisierte wirksame 
Fraktion. Durch Fallung der letzteren mit einer Alkohol-Athermischung 
(2: 1) lieB sich ein Niederschlag gewinnen, der nach Lésen und Wieder- 
holung der Fallung immer weniger wasserunlésliche Bestandteile 


1 Pribram und Herrnheiser, diese Zeitschr. 111, 30, 1920. 
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enthielt. Diese Chloride wurden dann bei der Dialyse gegen flieBendes 
destilliertes Wasser entfernt. Durch éftere Wiederholung der Fallung 
mit Alkohol-Ather gelang es, das Adialysat weitgehend salzarm zu 
machen; ein Aschengehalt unter 11°%,, in welchem Ca und Mg nach- 
gewiesen werden kennten, war jedoch nicht zu erreichen. 

Das Ausgangsmaterial fiir meine Untersuchungen war normaler 
und pathologischer Menschenharn. Die pharmakologische Priifung 
der einzelnen Fraktionen des Harndialysats wurde an Kaninchen 
vorgenommen. 

Il. Verhalten des Adialysats. 

Das Adialysat ergab, entsprechend unseren friiheren Angaben, 
stets nur einige EiweiBreaktionen. Im Tierversuch zeigte sich, in 
Bestatigung unserer friiheren Beobachtungen nach intravenéser In- 
jektion, die Miose und der Schlafzustand, Erscheinungen, tlie von- 
einander unabhangig sind; erstere trat meist ziemlich rasch auf und 
dauerte meist bis gegen 1 Stunde, letzterer trat meist etwas spiiter 
ein, manchmal erst nach !/, Stunde, und dauerte bis 3, Stunden. 

Der Versuch, mit dem Adialysat andere biologische Wirkungen 
zu erzielen (Wirkung auf den normalen sowie den unter Adrenalin- 
wirkung stehenden Uterus, auf das isolierte Froschherz) ergab nur 
bei derartig groBen Dosen oder Konzentrationen einen Ausschlag, 
daB fiir diese Wirkungen der EinfluB der Aschenbestandtetle als zu 
mindestens mitbeteiligt angesehen werden muB8. 

Die Wirkung des Adialysats war bei verschiedenen Kaninchen 
immer die gleiche und auch Wiederholung der Injektionen beim gleichen 
Tier fiihrte stets zum gleichen Ergebnis. Nachweisbare quantitative 
Wirkungsunterschiede muBten somit auf die verschiedene Qualitit 
der untersuchten Harne und nicht etwa auf die verschiedene Emp- 
findlichkeit der Versuchstiere zuriickgefiihrt werden. Es erscheint 
auch recht begreiflich, daB die Adialysatausscheidung bei verschiedenen 
Menschen, vielleicht auch beim gleichen Individuum an verschiedenen 
Tagen wechselt. Als wirksame Dosis erwies sich im allgemeinen pro 
Kilogramm Kaninchen die Menge Adialysat, die aus 27 ccm Harn 
dargestellt werden konnte. Unter den untersuchten Harnen war be- 
sonderes Augenmerk auf die von Nierenkranken gerichtet worden, 
da bei diesen imsofern eine Anderung im Verhalten des Dialysats zu 
erwarten war, als einerseits eine Vermehrung desselben durch das 
EiweiB, vielleicht auch durch Exsudation von den Nierenzellen, anderer- 
seits eine Verminderung durch Retention der aus dem Blute stammenden 
Stoffe (das Adialysat stammt, nach unseren friiheren Untersuchungen, 
aus dem Blute) als méglich angesehen werden konnte. 

Das Ergebnis der daraufhin gerichteten Untersuchungen war, 
daB bei zwei Fallen von Nephritis das Adialysat wirksam, bei einem 
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dritten Falle mit deutlichen Retentionserscheinungen (Indicanémie) 
aber wirkungslos gefunden wurde (Retention der wirksamen Stoffe ?). 


Von Interesse war ferner der Harn Diabetischer, da bei schwerer 
Zuckerkrankheit EiweiSzerfall eintritt und die Bildung des Adialysats 
vielleicht mit EiweiBzerfallsprodukten in Beziehung stehen diirfte. 


Bei der Untersuchung des Harns eines Falles von leichtem Diabetes 
ergab sich nur insofern ein abweichendes Verhalten, als kleinere Dosen 
zu Miose ohne Schlafzustand und gréBere Dosen zu Schlafzustand 
ohne Miose fiihrten. 

Die Versuchsergebnisse in ihren Einzelheiten sind im experimentellen 
Teil angefihrt. 

Der Versuch, die wirksamen Stoffe weitgehend von den ihnen 
anhaftenden unwirksamen Bestandteilen zu trennen, ist bisher nicht 
moéglich gewesen. Ebensowenig war zunichst eine andere Charakteri- 
sierung dieser Stoffe als durch ihre bisher konstatierte Wirkung im 
Tierversuch méglich. 


Immerhin zeigen unsere bisherigen Untersuchungsergebnisse, dab 
es sich beim Adialysat um eine biologisch wirksame Fraktion handelt, 
die zu den Eiwei8schlacken gehéren diirfte. Aus diesem Grunde wird 
dieser Harnfraktion bei Stérungen im EiweiBstoffwechsel eine gewisse 
Beachtung geschenkt werden miissen. 


Versuch 1. 300ccm normalen Menschenharns werden bis zur Chlor- 
freiheit durch einen Schlauch aus Goldschlagerhaut gegen Wasser dialysiert, 
das Adialysat durch Abblasen bei Zimmertemperatur eingeengt, in Ringer- 
lésung aufgenommen und dern Kaninchen Nr. 13 (2,32 kg schwer) intravenés 
injiziert. 

Zuerst wird Adialysat entsprechend 37 cem Harn (d. i. 16 ccm pro Kilo- 
gramm) injiziert. Die Pupillen verengen sich sofort von 8 auf 3 mm Durch- 
messer. Unmittelbar darauf erfolgt eine weitere Injektion, entsprechend 
100 cem Harn (d.i. 43cem pro Kilogramm). Die Pupille verengt sich 
innerhalb von 3 Minuten auf 2mm. Das Tier vertrigt jetzt Seitenlage, in 
der es auch beim Kneifen verharrt. Nach 18 Minuten deutliche Parese der 
hinteren Extremitaten. 


Ergebnis: Das Adialysat, entsprechend 16 cem Harn pro Kilogramm, 
bewirkte Miose, das Adialysat aus 59ccm passive Seitenlage. Beide 
traten sofort auf; die Miose dauerte 1 Stunde, die Seitenlage 14 Stunde. 


Versuch 2. 300 ccm vom gleichen Harn wie bei Versuch 1 wurden mit 
180g Ammonsulfat gefaillt, abgenutscht, gewaschen, durch Abblasen bei 
Zimmertemperatur eingeengt, dann in 150 ccm destillierten Wassers auf- 
genommen, durch tierische Membrane gegen Wasser bis zur Chlorfreiheit 
dialysiert, das Adialysat durch Abblasen eingeengt, in 20 cem Ringerlésung 
aufgenommen und dem Kaninchen Nr. 16 (2,2 kg) injiziert. 

Die Injektion von 12ccm, entsprechend 180 ccm Harn, d.i. 82 ccm 
pro Kilogramm Tier, blieb wirkungslos, 
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Ergebnis: Der wirksame Kérper ist durch Ammonsulfat fallbar. 


Versuch 3. Kaninchen Nr. 15 (2,32 kg) erhalt zunéchst 18 cem 10 %igen 
Kartoffelzucker intravenés. Nach 7 Minuten erhaélt es Adialysat vom 
Versuch 1, entsprechend 150 ccm Harn, d.i. 64g pro Kilogramm. 

Es tritt zunéchst ein Krampf, Opisthotonus, dann Miose und nach 
5 Minuten passive Seitenlage von 6 Minuten Dauer ein. Nachher Ab- 
klingen der Wirkung. 


Ergebnis: Nach Vorbehandlung mit Zucker war die Adialysat- 
wirkung verkiirzt. 


Versuch 4. Dialyse von 400 ccm Mischharn durch eine tierische Mem- 
bran. Das Adialysat wird durch Abblasen eingeengt (wobei sich ein Teil 
als wasserunléslich erweist), dann mit wenig Wasser und 40°%igem Alkohol 
in ein Glas gespiilt und mit 400 ccm absolutem Alkohol und 200 cem Ather 
gefallt. Der Niederschlag wird abfiltriert, mit Toluol gewaschen und durch 
Abpressen zwischen Tonplatten getrocknet. 

Aus 400 cem Harn werden 0,8607 g Adialysat erhalten. Dieses gibt eine 
kaum positive Biuretreaktion, ist frei von Chlor und Sulfaten, enthalt 
Phosphorsaure, Ca und 33% Asche. Es ist fallbar mit Phosphorwolfram- 
séure, aber nicht mit Essigsiure. Das Kaninchen Nr. 16 (2,2 kg) erhalt 
0,4 g Adialysat in Ringer gelést (das entspricht 200 cem Harn oder 91 ecm 
pro Kilogramm). Effekt: Miose. 

Das Alkohol-Atherfiltrat des Adialysats wird abgeblasen, in Ringer- 
lésung aufgenommen und dem Kaninchen Nr. 15 (2,32 kg) injiziert. Die 
Injektion von 166ccem Harn, d.i. 71ccm pro Kilogramm, Tier, bleibt 
wirkungslos. 


Ergebnis: Es gelingt, die wirksame Substanz des Adialysats in 
die Alkohol-Atherfallung zu bringen, deren Filtrat unwirksam ist. 


Aus 100 ccm Harn werden 0,215 g Adialysat erhalten, das reich 
an Asche ist. 


Versuch 5. Dialyse von 830 ccm Mischharn durch tierische Membran. 
Einengung des Adialysats durch Abblasen. Aufnahme in Ringerlésung, 
so daB 10cem 150 cem Harn entsprechen. 

a) Kaninchen Nr. 21 (2,15 kg), 0,5 g Adialysat, entsprechend 3,5 ccm 
Harn pro Kilogramm, bewirken Miose von 7,5 auf 5,7 mm Pupillenweite. 
Nach 5 Minuten neuerliche Injektion von 3cem, entsprechend 21 ecm 
Harn pro Kilogramm, bewirken Miose bis 1.9mm. Neuerliche Injektion 
nach weiteren 8 Minuten, und zwar 6,5 ccm, entsprechend 45ccm Harn 
pro Kilogramm.~ Passive Seitenlage. 

Nach 1 Stunde vélliges Abklingen der Wirkung. 

b) Kaninchen Nr. 22 (2,15 kg). Dasselbe Injektionsmaterial. Injiziert 
werden 10 ccm, entsprechend 70cem pro Kilogramm. Effekt: Miose von 
6 auf 3mm. Sofort Seitenlage. Dauer 45 Minuten. 

ce) Kaninchen Nr. 21 (2,15kg). Injektion des gleichen Materials bei 
demselben Tiere wie unter a). Injiziert wird die gleiche Menge wie unter b). 
Effekt: Sofort Miose von 5 auf 3mm. Dauer 10 Minuten. Passive Seiten- 
lage nach[5 Minuten. Dauer 36 Minuten. 
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d) Kaninchen Nr. 22 (2,15 kg). Derselbe Versuch, Miose sofort von 
6 auf 2mm. Seitenlage nach 5 Minuten. Dauer 35 Minuten. 

e) Kaninchen Nr. 21 (2,15kg). Dasselbe Material. Injiziert wird die 
halbe Menge. Miose sofort. Dauer 23 Minuten. Seitenlage nach 4 Minuten. 
Dauer 75 Minuten. Kérpertemperatur dabei unverandert. 

f) Kaninchen Nr. 21 (2,15 kg). Dasselbe Injektionsmaterial. Injektion 
eines Viertels der Menge vom Versuch b) bleibt wirkungslos. Nach einer 
halben Stunde Wiederholung der gleichen Injektion. Nach 2 Minuten Miose. 
Dauer 11 Minuten. Nach 14 Minuten Seitenlage. 


Ergebnis: 1. Das Adialysat, entsprechend 32 ccm Harn pro Kilo- 
gramm, erwies sich als wirksam, dasjenige entsprechend 16 ccm als 
unwirksam. 

2. Die Empfindlichkeit mehrerer gleich schwerer Tiere war an- 
nahernd gleich. 

3. Eine Reinjektion beim gleichen Tiere nach zweitiigiger Pause 
anderte an der Wirksamkeit nichts. 

4. Die Miose trat meist sofort auf, hatte die Dauer von 10 bis 
23 Minuten. 

Die Seitenlage war erst spater (nach 3 bis 14 Minuten) zu erreichen 
und dauerte 1, Stunde. 


Versuch 6. Tagesharn von 1650 ccm. Dialyse durch tierische Membran 
nach vorherigem Einengen durch Abblasen. 

a) Aufnahme des Adialysats in 120 ccm Wasser. Hierbei zeigt es sich, 
daB ein Teil wasserunléslich ist. Dieser Anteil betragt 2,1129g und ist 
auch unldslich in 50%igem Alkohol, Lauge und Essigséure und enthilt 
26% Asche. 

b) Kaninchen Nr. 22 (2,27 kg) erhaélt intravenéds das Adialysat von 
75ccm Harn, d.i. 33cem pro Kilogramm. Effekt: Beschleunigung der 
Herzfrequenz, Miose nach 3 Minuten. Dauer 40 Minuten. Seitenlage nach 
9 Minuten. Dauer 49 Minuten. 

c) 100 cem Adialysat wurden mit Alkohol-Ather gefallt und der Nieder- 
schlag mit Toluol behandelt. Aus 1375ccem Harn werden 6,003 g erhalten. 
Davon ist ein Teil wasserunléslich. 

d) Kaninchen Nr. 21 (2,31 kg) erhalt vom Alkohol-Atherniederschlag 
(A-Ae-N I) 0,4g, d.i. 39cem Harn pro Kilogramm. Effekt: Miose nach 
7 Minuten. Dauer 26 Minuten. Seitenlage durch 44 Minuten. 

e) Kaninchen Nr. 21 (2,34kg). Injektion des Alkohol-Atherfiltrats 
(A-Ae-F) bleibt wirkungslos. 

f) Wiederholung desselben Versuchs am gleichen Tiere mit gleichem 
Effekt. 

g) Alkohol-Atherniederschlag wird gelést und die Fallung mit Alkohol- 
Ather wiederholt. Es resultiert ein Niederschlag (A-Ae-N II) von 4,668 
aus 1375ccm Harn. Kaninchen Nr. 22 (2,4kg) erhaélt davon 0,25 g, ent- 
sprechend 75 ccm Harn. Miose nach 2 Minuten. Dauer 30 Minuten. Seiten- 
lage nach 20 Minuten. Dauer 12 Minuten. 

Die Alkohol-Atherfallung und nachherige Lésung in Wasser wird 
wiederholt, um zu versuchen, ob auf diese Weise die wirksame Substanz 
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zu reinigen sei. Folgende Ubersicht zeigt Resultate der Fallungen, wobei 
WU wasserunléslicher, WL wasserléslicher Teil, A-Ae-N Alkohol-Ather- 
niederschlag, A-Ae-F Alkohol-Atherfiltrat bedeutet. 


Adialysat (1650 Harn) 
— WUI (2,119¢g in 1650 Harn) (Asche 26%) 
—> WL (1375 Harn) — A-Ae-F I (unwirksam) 
— A-Ae-N I (6,0103 aus 1375 Harn) ~> 

—> WUTI (0,1847g Asche 35%) 
—> WL —> A-Ae-F IT 

—> A-Ae-N IT (4,668g aus 1375 Harn)—> 
—> WUIII (0,12g in 1300 Harn) 
> WL —> WUIV (0,034g) 

—» A-Ae-F ITI 

— A-Ae-N III (3,72) ~ WUV (0,042g) 

— A-Ae-FIV 
— A-Ae-NIV (3,371g) > 
—> WU VI (0,05g) 
—> A-Ae-F-V 
—> A-Ae-N V (3,142g) ~ WU VII (0,025 g) 
— A-Ae-F VI 
—> A-Ae-N VI (2,652) > WU = 0 
— A-Ae-F VII 
—> A-Ae-N (2,462). 


f) Kaninchen Nr. 21 (2,75 kg) erhalt A-Ae-N II 0,14 g, entsprechend 
27cem pro Kilogramm. Sofort Miose. Dauer 20 Minuten. Seitenlage 
nach 8 Minuten. Dauer 25 Minuten. 


g) Kaninchen Nr. 21 (2,75 kg), 0,16 g, entsprechend 23 cem Kilogramm. 
Sofort Miose. Seitenlage nach einer halben Stunde. Dauer *%/, Stunden. 

h) Kaninchen Nr. 21. Nach 0,285g sofort Miose von 35 Minuten 
Dauer. Seitenlage nach 8 Minuten. Dauer 27 Minuten. 

Ergebnis: 1. Wirksame Dosis des Adialysats 37 com pro Kilogramm. 


2. Die gesamte wirksame Substanz geht in den Alkohol-Ather- 
niederschlag iiber. . 

3. Dieser enthailt einen wasserunléslichen Anteil, der bei dfterer 
Wiederholung der Fallung abnimmt. 

4. Nach siebenmaliger Wiederholung der Fillung ist alles wasser- 
léslich, dabei ist die biologische Wirksamkeit erhalten, sogar noch 
0,05 g entsprechend 27 ccm Harn sind wirksam. 


Versuch 7. 2000 ccm Harn. Dialyse durch Kollodiumschlauch. Weitere 
Verarbeitung durch Alkohol -Atherfallung wie oben. Erhalten wird 1,0471 g 
Niederschlag, wovon 0,225 g unléslich sind. 


Kaninchen Nr. 21 (3,3 kg) erhalt 0,068g pro Kilogramm.  Sofort 
Miose, nach 5 Minuten Seitenlage. 

Ergebnis: Die Dialyse durch Kollodiumschlauche fiihrt zum 
gleichen Resultat wie durch tierische Membranen. Die wiederholten 
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Injektionen am gleichen Tier haben diesem in keiner Weise geschadet ; 
es hat wesentlich an Gewicht zugenommen. 


Versuch 8. 350cem Mischharn. Dialyse durch tierische Membran. 

a) leem und 0,5cem des vorher neutralisierten Adialysats werden 
auf den Meerschweinchenuterus einwirken gelassen. Anordnung nach 
Magnus. Tonusanstieg. Nach Auswaschen spontaner Tonusanstieg. 

b) Dasselbe unter Verwendung von 0,085 g Adialysat in 17 cem Tyrode- 
lésung. Zusatz von 0,1, 1,0 und 2,0. Keine Wirkung. Bei 0,3 g Adialysat 
mit 15cem Tyrode und Zusatz von 5ccm Kontraktion. 

ce) Versuch der Wirkung auf das nach Straub isolierte Froschherz. 
Zehn Schlage in 22,3 und 22 Sekunden. Zusatz Adialysat in Ringer (1: 6): 
22,6, 22,8, 22,4 Extrasystole. Ringer: 24, 24,4, 24,8. Adialysat in Ringer 
(1: 4): Extrasystole 26, 25,8. Ringer: 26. Adialysat in Ringer (1: 1): 
25,8, 26,8, 28,5, 34,6. Hubhdéhe geringer. 

Neuerlicher Versuch: Ringer: 18,6, 21,4, 20,2, 19,6, 19,2, 19, 18,4, 
18,8, 18,6. Adialysat in Ringer (1: 4): 17,8, 17,8, 17,7. Ringer: 17,2, 17,2. 
Adialysat in Ringer (1: 2): 17,2, 17. Ringer: 16,3. Ringer: 16,4. Adialysat 
in Ringer (1:1) : 16,8. Adialysat in Ringer (1: 1): 15,6, 15,5; mangelhafte 
Diastole: 17, 18, 18,2, 20. Ringer: 14,8. 

d) Kaninchen (1,94 kg), erhalt 19cem 10%iges Urethan. Blutdruck 
45mm. Es erhalt zuerst 1 ccm Ringer, dann 1 ccm Adialysat (in Ringer 
1:10). Blutdruck sinkt um 10mm. Nach 8 ccm des Adialysats wiederholt 
sich die Blutdrucksenkung. Dagegen haben 0,5ccm einer Lésung von 0,01: 2 
und leccem derselben Lésung keinen Effekt. 

e) 0,085 g Adialysat werden in 17ccm Tyrodelésung aufgenommen. 
Es wird ein Kaninchenuterus mit Adrenalin 1 ccm 1: 25000 behandelt, 
dann mit Adialysat l1cem der obigen Lésung mit 65cem Tyrode, d. i. 
1 : 30000 (d. i. 2,6 cem Harn) und ebenso mit 0,1 cem dieser Lésung. 

Effekt: Keine Anderung der Adrenalinwirkung, der Uterus bleibt 
gynergenempfindlich. 

Ergebnis: 1. Eine Wirkung auf den Meerschweinchenuterus tritt 
nur bei groBen Dosen auf; dies beruht wohl auf dem Gehalt an Asche, 
die in Kontrollversuchen ebenso wirkt. 

2. Ebenso wird erst bei Verwendung einer 2%, igen Lésung eine 
Bradycardie beim isolierten Froschherzen bewirkt. 

3. Der Blutdruck des Kaninchens sinkt bei Verwendung von 
0,01 g Adialysat. 

4. Eine Wirkung auf den unter Adrenalin stehenden Meerschwein- 
chenuterus bleibt aus. 


Versuch 9. Dialyse von 1500 cem Mischharn durch Kollodiummembran. 
Zweimalige Fallung mit Alkoholéther. Ausbeute: 1,3297 g Adialysat. 


Versuch 10. Dialyse von 3,930ccem Mischharn gegen n/10 Salzsaéure 
durch eine Kollodiummembran. Auftreten von dichroitischer Farbung. 
Sodann Dialyse gegen destilliertes Wasser. 

Kaninchen Nr. 21 (4kg). Injektion von Adialysat, entsprechend 
40 ccm Harn pro Kilogramm. Nach 12 Minuten Miose, dann Seitenlage 
nach 18 Minuten. 
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Versuch 11. Dialyse von 1,750cem Harn durch tierische Membran 
gegen n/10 Salzséure. Sonst gleich dem vorhergehenden Versuch. Dasselbe 
Kaninchen. Injektion entsprechend 38 cem Harn pro Kilogramm. Sofort 
Miose. Seitenlage nach 15 Minuten. Dauer *, Stunden. 


Versuch 12. Dialyse von 7000 ccm Harn gegen n/10 Salzséure, sowie 
Versuch 11. Fiallung des Adialysats mit Alkoholéther. Niederschlag 
1,2656 g, Aschengehalt 11,3°% (Ca und Mg). 

Reaktionen: Negativ: Biuret, Hitzekoagulation, Bleiacetat, Kalium- 
quecksulberjodid, HNO,, Sulfosalicylsiure. Positiv: Adamkiewicz, Allan- 
toin, Tannin, a-Naphthol, Millon. 

Kaninchen Nr. 21 (4,7 kg) erhalt Adialysat, entsprechend 210 ccm 
Harm intravenés. Nach 7 Minuten Miose, nach 10 Minuten Seitenlage. 
Derselbe Versuch hat den gleichen Effekt. 


Versuch 13. Harn Nephr. ac. (Eiwei8 post. Blut neg.) 2000 ccm. 
Dialyse gegen n/10 HC] und dann gegen Wasser bis zur Chlor- und Harnstoff- 
freiheit. Nach Einengen durch Abblasen Fallung mit Alkohol und Ather. 
Es wird 3,0125g Adialysat erhalten. Kaninchen Nr. 21 erhalt 0,3g; vor- 
iibergehende Seitenlage. 

Versuch 14. 550 com Nephritikerharn. Dialyse durch tierische Membran 
gegen n/10 HCl. Alkoholfallung wie im vorherigen Versuch. Erhalten 
wird 1,4133 g (d. i. in 100 cem Harn 0,257 g, beim vorherigen Harn 0,15 g, 
bei einem Normalharn 0,44 g). 

Kaninchen Nr. 21 (4,55kg). Injektion von 0,2606g, etnsprechend 
22ccm Harn pro Kilogramm. Nach 10 Minuten Miose, von 8 auf 6 mm. 
Dauer '/, Stunde. Nach 1/, Minute Seitenlage. Dauer 1 Stunde. Das 
Tier ist langere Zeit miide und erst nach 7 Stunden wieder munter. 

Kaninchen Nr. 21. Derselbe Versuch mit der doppelten Menge Dialysat. 
Nach wenigen Minuten Seitenlage, Miose von 9 auf 7mm. Nach 1 Stunde 
normal. ‘ 


Versuch 15. 580ccm Harn von Nephr. ac. (Blutindican stark pos. 
RN 67). Dialyse durch tierische Membran gegen n/10 HCl, Alkohol-Ather- 
fallung. Erhalten werden 8,3455 g. 

Kaninchen Nr. 209 (1,54 kg). Injektion von 0,3 g wirkungslos. 


Versuch 16. 1140ccem Normalharn. Dialyse und Alkoholfallung wie 
im Versuch 15. Erhalten werden 0,2457 g. 

Kaninchen von 3,3 kg, Injektion von 0,029 g. Miose von 10 auf 8 mm. 
Nach 22 Minuten Seitenlage, nach 1 Stunde symptomlos. 


Versuch 17. 1200ccm Harn von Diabetes mell. (0,4°% Zucker, keine 
Acetonkérper, kein Eiwei8). Dialyse gegen n/10 HCl, dann Alkoholfallung. 
Niederschlag: 0,3936 g; Kaninchen von 3,42kg. Injektion von 0,0505 g 
(45 ccm Harn pro Kilogramm). Miose von 10 auf 8 mm. 

Kaninchen von 3,42kg. Injektion der doppelten Menge. Effekt: 
Seitenlage nach '/, Stunde. Dauer 21 Minuten. 
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Senkungsgeschwindigkeit 
der roten Blutkérperchen (SR) und Oberflichenspannung (c). 


Von 
A. Pines und M. Joffe. 


(Aus dem Staatlichen Chemo-pharmazeutischen Forschungsinstitut und 
der II. Medizinischen Klinik der ersten Universitat, Moskau.) 


(Eingegangen am 8. Juni 1929.) 


Trotz einer groBen Reihe von Arbeiten, welche der Erklarung ver- 
schiedener Senkungsgeschwindigkeit der Erythrocyten gewidmet sind, 
besteht keine Einheitlichkeit der Anschauungen. Es scheinen in der 
letzten Zeit physikalisch-chemische Erklarungsweisen Oberhand zu 
gewinnen. 


Rothe', der die Oberflichenspannung mit der SR in Beziehung setzt, 
svhligt vor, die Erythrocyten und ihre Zellgrenzschicht als ein Ganzes zu 
betrachten. Will man sich also die Erythrocyten als Tropfen vorstellen, 
so kann man ihre Oberflichenspannung als die eines beliebigen Fliissigkeits- 
tropfens betrachten. Eine groBe Oberflichenspannung des Plasmas férdert 
die Bildung groBer Blutkérperagglutinate und umgekehrt: Bildung von 
groBen Agglutinaten, gleich wie von groBen Tropfen, ist ein Zeichen groBer 
Oberflachenspannung an der Fliissigkeit /Erythrocytengrenzschicht. 

Es kann also nach Rothe die AgglutinationsgréBe als MaB der Ober- 
flachenspannung der Zellgrenzschichten von Erythrocyten angesehen 
werden. Vom physikalisch-chemischen Standpunkt verdient Rothes Theorie 
beachtet zu werden, und wir kénnen annehmen, da8 die SR vorwiegend 
von der Oberflichenenergie an der Plasma/Erythrocytengrenzschicht 
abhaingt. Was jedoch die Elektrokapillaritaéts- und Agglutinationstheorie 
der SR anbetrifft, so unterscheiden sich beide im gegebenen Falle von 
Rothes Theorie nur durch die Art der Berechnung der Einwirkung von 
Oberflichenenergie auf SR, bestreiten aber nicht ihre Rolle in diesem 
ProzeB. Die Kolloidchemie lehrt uns, daB zur Koagulation irgend eines 
kolloidalen Systems (in unserem Falle Plasma/Erythrocyt) die Oberflachen- 
spannung an der Grenze von suspendierten Teilchen/Lésung eine groBe 
Rolle spielt. Die Oberflachenspannung an der Grenze kolloidale Lésung /Luft 
kann sich in jedem einzelnen Falle ganz anders verandern als die Ober- 


1 Rothe, Deutsch. med. Wochenschr. 1924, Nr. 2. 
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flachenenergie an der Grenze von Teilchen/Lésung, wie es aus den experi- 
mentellen Arbeiten von Rehbinder und Okuneff{! hervorgeht. 

Wenn von einer Oberflichenspannung im Blute gesprochen wird, so 
kann dieselbe nur an der Grenze Plasma/Luft gemessen werden. Eine 
Messung aber an der Grenze Plasma/Erythrocyt kann nicht vorgenommen 
werden, aus dem einfachen Grunde, weil es noch keine diesbeziiglichen 
Methoden gibt dank der Eigenart des ganzen Systems. Dieses ist ein 
Grund fiir die Meinungsverschiedenheit? der Forscher in der Frage iiber 
Wechselbeziehungen zwischen SR und Oberflichenspannung. Wahrend 
die einen (Rothe, Sachs, v. Oettingen und Kopazewsky) SR fiir den Haupt- 
grund der Oberflichenspannung halten, bestreiten wieder die anderen 
(Kriiger, Rosenberger und Akels) jeglichen Zusammenhang zwischen diesen 
beiden Erscheinungen. 


Von alldem ausgehend, stellten wir uns das Ziel, die Unabhangigkeit 
zwischen SR und Oberflachenspannung im Blute an der Plasma/Luft- 
grenze nicht nur durch einfache Beobachtungen, wie es meist geschah, 
sondern auch experimentell festzustellen. 

Erstens interessierte uns die Frage, wie groB die Oberflachen- 
spannung bei verschiedener SR ist, zweitens ob sich SR bei kiinst- 
licher Verminderung der Oberflichenspannung verindert und um- 
gekehrt. Zur 6 Messung bedienten wir uns des Apparats von Rehbinder®. 
Diese Methodik, die den Vorzug besitzt, in kurzer Zeit sehr genaue 
Resultate zu ergeben, erlaubt uns, die Oberflichenspannung des Blutes 
zu messen, nicht nur von Citratblut, sondern auch des ungeronnenen 
Blutes. Wir konnten dabei feststellen, daB die Oberflachenspannungen 
in beiden Fallen, ebenso wie die von Citratplasma, gleich waren, was 
auch erklarlich ist, wenn man annimmt, da die Formelemente des 
Blutes im gegebenen Falle die Rolle rein mechanischer Bestandteile 
spielen und tiberhaupt keinen Einflu8 auf die Oberflachenspannung 
des Plasmas ausiiben. Die Senkungsgeschwindigkeit bestimmten wir 
nach Pantschenko, versetzten aber das Blut vorerst mit einem Viertel 
einer 5°% igen Lésung zitronensauren Natriums. Die Resultate 
unserer Versuche sind in Tabelle I zusammengefaBt. 

Wenn wir diese Tabelle betrachten, so sehen wir, daB trotz einer 
ausgesprochenen Schwankung der SR die Oberflachenspannung des 
Citratblutes beinahe unverandert bleibt. Unsere Beobachtungen 


1 Rehbinder und Okuneff, diese Zeitschr. 187, 19, 1927; Zeitschr. f. 
Biol. u. Med. 4; 14, 939, 1927; diese Zeitschr. 187, 37, 1927. Diese Verfasser 
zeigten, daB einige aktive Oberflaichenstoffe, welche die @ an der Grenze 
wisserige Lésung/Lipoidlésungsmittel (61, Benzol) scharf vermindern, 
die @ an der Grenze Lésung/Luft tiberhaupt nicht beeinflussen. Das be- 
weisen auch die Arbeiten von Efimoff und Rehbinder (III. Phys. KongreB 
in Moskau, Marz 1928). 

2 Balachowsky, Die Senkungsreaktion der Erythrocyten, Monogr. 1928, 
Moskau. 

8 Siehe unsere Arbeit Laboratoriumspraxis Nr. 3, 1928. 
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Tabelle I. 
; SR in | 2 von 6 von reinem Wasser 
Nr. Diagnose 1 Stunde Citratblut | bei 15° — 72.8 
mm Dyn/cm 
1 Post pleuritis sicca . . 3 68,43 Bei einigen Kranken 
2 | Cholelithiasis ..... + 69,16 | (Nr. 4 und 7) wurden 
8 || Vitium cordis. .... 6 69,16 die Messungen wieder- 
SS) jp tae Curae erat ar 19 69,16 | holt. Trotz einer Ver- 
4 ie erie oe eee 24 69,16 | schlimmerung des Pro- 
5 | Tum. pulmonum .... | 24 69,16 | zesses, die sich auch in 
C.-T: 6 Ge eet 30 68,88 einer VergréSerung der 
7 | Myocar et nephoros. . | 43 68,43 | SR auberte, zeigte die 
7 A “ a ap 46 | 68,43 Oberflachenspannung 
8 Endocarditis ..... 54 69,88 dieselben Zahlen 
9 se hn tral ca 63 69,88 
10 ees een eee 80 69,43 


beweisen also auch (Bechhold, Reiner! u. a.), daB Zerfallsprodukte der 
Proteine, ebenso wie kapillaraktive Stoffe sich augenscheinlich im 
Blute bei erhéhter SR ansammeln, leicht absorbiert werden und des- 
halb seine Oberflachenspannung nicht vermindern kénnen. 

Zur Bekraftigung dieser Annahme stellten wir dementsprechende 
Versuche an. 

Nachdem wir drei Kaninchen steigende Mengen taurocholsauren 
Natriums (bei 5ccm einer 10°,igen Lésung) in die Ohrvenen ein- 
spritzten und nach verschiedenen Zeitraumen Blutproben entnahmen, 
konnten wir kein einziges Mal Verminderung von Oberflichenspannung 
feststellen. In der folgenden Versuchsreihe (Tabelle II) stellten wir uns 
die Aufgabe, die Einwirkung von kiinstlich verminderter Oberflachen- 
spannung auf SR festzustellen. Zu diesem Zwecke wahlten wir Glyko- 
chol, einen ebenso wie taurocholsaures Natrium nur oberflachenaktiven 
Stoff?, der die Oberflachenspannung einer Fliissigkeit scharf vermindert. 

Die erhaltenen Resultate zeigen, daB, wenn wir auch die Ober- 
flachenspannung vermindern, es nur wenig gelingt, die SR zu_beein- 
flussen. In seltenen Fallen wird sie glhemmt, was durch Rothes Theorie 
erklarbar ist, laut welcher eine kleine Oberflichenspannung die Bildung 
von geringen Agglutinaten bedingt und folglich auch die Senkungs- 
reaktion hemmt. Dieselben Resultate erhielt W.Sauer* bei seinen 
parallelen Untersuchungen der Serumoberflichenspannung und der 
SR bei Tuberkulésen. Eine Verminderung der Oberflachenspannung 
in seinen Krankheitsfallen wurde meist von einer Verzégerung der SR 
begleitet. Kriiger* verminderte die Oberflichenspannung von Schweine- 


Bechhold und Reiner, Mimch. Med. Wochenschr. 1920, Nr. 31. 
Krajewsky und Wwedensky, diese Zeitschr. 191, 241, 1927. 

W. Sauer, ebendaselbst 168, 335, 1926. 

Kriiger, Zeitschr. f. Biol. 81, 1926. 
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Tabelle II. 
Kontrolle 1%/oige Lé N 
bes Vor dem mit physiol sg ime | as 
Nr Versuch Lésung sonlisisa deceetahtileeahiadisaseapat iio 
a * 04 0,1 0,2 04 
H 
1 | o von Citratblut§ in 
ee eee 69,88 69,88 64,79 | 64,06 56,78 
SR in 1 Std. in mm 2 2 2 2 2 
2 | o von Citratblut in 
oe ea ae 69,88 69,88 64,79 61,15 56,05 
SR in 1 Std. in mm 46 46 46 46 85 
3 o von Citratblut§ in 
Dynim...... | 6843 | 6848 | 62,60 | 56,05 | 53,14 
SR in 1 Std. in mm 18 18 18 18 18 
4 o yon Citratblut in 
a ae 18,43 6843 61,15 56,05 52,41 
SR in 1 Std. in mm 11 11 11 11 10 
5 o von Citratblut in ‘ 
Dyn/cm . a 68,43 68,43 61,15 56,05 52,41 
SR in 1 Std. in mm 15 15 13 13 13 
6 o yon Citratblut in 
Dee . 0555 4e 68,43 68,43 64,06 57,51 52,41 
SR in 1 Std. in mm 50 50 50 50 47 
7 o von Citratblut in 
a ek 66,97 66,97 64,79 62,60 | 56,05 
SR in 1 Std. in mm 5 4 4 3 3 
8 o0 yon Citratblut in | 
ae ae 59,16 69,16 64,79 62,60 | 56,05 
SR in 1 Std. in mm 6 Beir 34), 3 2 


Die verbrauchte Menge Zitratblut betrug 2,0. 


oder Pferdeserum durch Hinzusetzen verschiedener Mengen Milch 
oder Olivenél, konnte aber kaum eine Verainderung der SR beobachten. 
Daraus schlo8 Kriiger, daB die Oberflachenspannung die SR in keiner 
Weise beeinfluBt. Nach Hébers! Elektrokapillartheorie sind die Erythro- 
cyten Trager einer elektro-negativen, das Plasma einer elektro-positiven 
Ladung. Nach der Meinung von v. Oettinger®, Linzenmeier® u. a. ver- 
schwindet infolge verminderter Plasmaladung die die negativ ge- 
ladenen Erythrocyten umgebende isolierende Schicht und ihr gegen- 
seitiges AbstoBen wird energischer, was eine Autoagglutinations- 
hemmung und Verzégerung der SR zur Folge hat. Die Plasmaladung 
kann durch Bearbeitung mit einem elektro-negativen Adsorbenten 
(Kaolin, Talkum u. a.) vermindert werden (1 Stunde lang schiitteln!). 


1 Héber, Deutsch. Med. Wochenschr. 1920, Nr. 16; Pfliig. Arch. 1904, 
8. 607. 

2 v. Oettingen, diese Zeitschr. 118, 67, 1921. 

3 Linzenmeier, Pfliig. Arch. 181. 
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Versetzt man die Erythrocyten in ein derart bearbeitetes Plasma, so 
wird die SR desto mehr vermindert, je gréBer die Menge des Adsorbenten 
war, welches das Plasma zur Entladung brachte. 


Um die SR zu vermindern und eventuell eine entsprechende Ver- 
anderung der Oberflichenspannung zu beobachten, bedienten wir uns 
des Kaolins, wie es Linzenmeiers Methodik vorschreibt. Ein gleiches 
Volumen Plasma (1 ccm) wurde im Laufe einer Stunde bei Zimmertempe- 
ratur mit verschiedenen Mengen Kaolin (0,05 bis 0,2 g) geschiittelt und 
zentrifugiert. Zum abgeheberten Plasma wurde !/; Volumen Erythrocyten 
zugesetzt, wonach die SR und Oberflaichenspannung bestimmt wurden. 
Die Resultate dieser Versuche sind in der folgenden Tabelle angegeben. 


Tabelle III. 





SR in 1 Stunde in mm Oberflachenspannung von Citratblut in Dyn/cm 
Nr. Kaolinmenge in g Kaolinmenge in g 





0 005) =| (Ot | (82 0 0,05 0,1 0,2 


Bee 66 60 47 69,88 | 69,88 69,88 69,88 
> i eine: ; San SER 10 69,88 | 69,88 69,88 69,88 
54 50 30 | 30 69,90 | 69,90 69,90 69,90 
| 62 538 | 53 50 69,16 69,16 69,16 69,16 
| 6 | 62 60 53 69,14 | 69,14 69,14 69,14 








62 60 60 57 69,90 | 69,90 69,90 69,40 
65 55 | «(BO 40 69,88 69,88 | 69,88 69,88 
| 82 26 | 20 18 69,90 | 69,90 69,90 | 69,90 


' i 


} 
| 
| 
} 
| 
| 


Aus dieser Tabelle ist zu ersehen, daB einer Verainderung der 
Plasmaladung auch eine Verainderung der SR folgt, wahrend die 
Oberflachenspannung immer konstant bleibt. Folglich kann die Ober- 
flachenspannung an der Grenze Plasma/Luft zur Erklarung der SR 
kaum herangezogen werden und von einem gleichsinnigen Verlauf 
beider Erscheinungen kann iiberhaupt nicht die Rede sein. Ober- 
flichenaktive Stoffe, welche die Oberflichenspannung an der Luft- 
grenze vermindern, werden durch Kaolin augenscheinlich nur in sehr 
geringem MaBe adsorbiert. An der Grenze Plasma/Erythrocyt aber 
gehen, wie es scheint, bedeutende Verinderungen der Oberflaichen- 
energie vor sich. 


Zum Schlu8 wollen wir noch die Wechselbeziehungen zwischen 
der Oberflichenspannung von Urin und der SR erwahnen. Viele 
Autoren (Schemensky!, von Oettingen, Bechhold und Reiner) glauben, 
daB in den meisten Fallen von einer gewissen Abhangigkeit beider 
Erscheinungen gesprochen werden kann: d. h. da bei einer be- 
schleunigten SR eine verminderte Oberflachenspannung im Urin 
beobachtet werden kann. Die Erklarung dieser Erscheinungen suchen 


1 Schemensky, Miinch. Med. Wochenschr. 1927, Nr. 20, 43 und 49. 
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sie in dem Umstande, daB Zerfallprodukte des Proteins, welche sich 
im Blute bei verschiedenen Krankheiten mit erhéhter SR bilden, auf 
irgend eine Weise durch das Nierenfilter in den Urin gelangen und 
seine Oberflachenspannung bedingen. 

Bei unseren Untersuchungen der SR und Oberflachenspannung 
im Urin konnten wir meist keinen Parallelismus beobachten; bei 
einigen Kranken wurde eine erhéhte SR in der Tat von einer Ver- 
minderung der Urinoberflachenspannung begleitet. Was aber die 
umgekehrte Erscheinung anbetrifft, d. h. eine Veranderung der SR 
im Blute nach Zusatz verschiedener Mengen pathologischen Urins 
mit stark verminderter Oberflichenspannung, wie es Bechhold und 
Reiner taten, so ergaben alle diesbeziiglichen Versuche ein negatives 
Resultat. 

Im gegebenen Falle miissen wir uns, wie es scheint, der- Meinung 
von Mandelstamm' anschlieBen, daB die SR und 6 nicht durch ein 
und dieselben Abbauprodukte bedingt werden. 

Alles Gesagte zusammenfassend, kénnen wir folgendes sagen: 

1. Es gibt keinen Parallelismus zwischen der SR und Oberflachen- 
spannung an der Grenze Plasma/Luft. 

2. Bei verschiedener SR-GréBe bleibt die Oberflaichenspannung 
des Plasmas beinahe unverandert. 

3. Bei einer Verminderung der Oberflachenspannung kann die 
Senkungsreaktion unverindert bleiben oder sich nur etwas verzégern. 

4. Bei Verminderung der Plasmaladung verlauft die Senkungs- 
reaktion langsamer, die Oberflachenspannung bleibt aber unverandert. 

5. Zwischen der SR und Oberflichenspannung von Urin besteht 
kein Parallelismus, da die Verainderung beider GréBen wahrscheinlich 
durch die Wirkung verschiedener Stoffe bedingt wird. 

6. Zur Klarung der Frage iiber Beeinflussung der SR durch 
Oberflachenspannung muB8 dieselbe an der Grenze Plasma/Erythrocyt 
studiert werden. 


1 Mandelstamm, Die Senkungsreaktion der Erythrocyten, Monogr. 1925. 
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Uber die Unspezifitat der proteolytischen Organfermente. 


Von 
X\. Utkina-Ljubowzowa und 0. Steppuhn. 


(Aus der Abteilung fiir experimentelle Pathologie und Pharmakologie des 
Staatlichen Chemo-pharmazeutischen Forschungsinstituts, Moskau.) 


(Eingegangen am 8. Juni 1929.) 


In einer Reihe von Arbeiten! aus unserem Laboratorium haben 
wir zeigen kénnen, da8 die postmortale Autoproteolyse durch dieselben 
Fermente besorgt wird, welche die EiweiS8spaltung der lebenden Zelle 
regulieren. Es gibt kein besonderes ,,autolytisches Ferment‘: was 
die Proteinolyse bewirkt, ist ein Zusammenarbeiten von drei ver- 
schiedenen Fermenten, fiir die Leber wenigstens, die durch ihre Optima 
charakterisiert werden konnten. JL. Utkin-Liubowzow? zeigte, dab 
die Kaninchenuleber proteolytische Fermente mit den optimalen Punkten 
fiir py = 3,4, 5,7 und 7,4 besitzt. Das Besondere dieser Untersuchung 
lag darin, daB einmal an blutfreien Organen gearbeitet wurde und 
daB die Verdauung nicht am Eigenprotein vorgenommen wurde, 
sondern an einem konstanten Substrat, dem Casein, in méglichst von 
EigeneiweiB befreiten Fermentlésungen. Denn wir wissen jetzt genau, 
die Wasserstoffionenkonzentration bei der Proteolyse hat nicht nur 
Bedeutung fiir die Fermentaktivitét, sondern auch fiir die ,,Ver- 
dauungsbereitschaft‘‘ des Substrats, was mit Ladung, Dispersitat 
und anderem zusammenhingt. Selbstverstandlich gelten dann die 
absoluten Optimawerte nur fiir Casein. 

Ohne die Fermentoptima fiir verschiedene andere Organe zu 


bestimmen, haben O. Steppuhn und Y. Duré-Delage* Autolyseversuche 
mit Niere, Herz, Lunge, Pankreas in der ungefahr fiir Leber charak- 


1 O. Steppuhn und Mitarbeiter, diese Zeitschr. 1923 ff. 
2 Ebendaselbst 158, 50, 1925. 
3 Ebendaselbst 182, 134, 1927. 
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teristischen optimalen Wasserstoffionenkonzentration durchgefiihrt 
und ersehen kénnen, daB auch diese untersuchten Autolysate mindestens 
zwei proteolytische Fermente enthielten, im sauren und im alkalischen 
Bereich. Darauf wies auch die Autolyse ganzer Tierkérper in den 
Versuchen von O. Steppuhn, G. Pewsner und A. Timofejewa' hin. 
Im Verlauf unserer Untersuchungen iiber das proteolytische Instrumen- 
tarium der Organzelle hatten wir schon lange unser Augenmerk der 
sogenannten Spezifitatsfrage zugewandt. Die sehr bekannte, besonders 
immer von EF. Abderhalden propagierte Anschauung, daB jedes Organ 
ein spezifisches Substrat und ein nur daraufhin gerichtetes spezifisches 
proteolytisches Ferment besitzt, ist ja immer nur eine Arbeitshypothese 
gewesen, die vielleicht im gewissen Grade ihre Stiitze in der Lehre von 
der Spezifitat der Abwehrfermente erhalten hatte. Nun ist aber diese 
Lehre selbst nicht ohne Widerspruch geblieben, und zwar nicht-die Idee, 
sondern das Beweismaterial, ein seltener Fall, wo jeder Forscher gezwungen 
ist, sich seine Meinung aus der eigenen Erfahrung zu bilden. Andererseits 
aber ist auch Abwehrferment etwas ganz anderes als Organferment. Was 
aber die Spezifitat der Organfermente anbetrifft, so schien es uns 
immer voreilig, diese sehr genau umschriebene Annahme zu machen, 
eher kénnte man von einer Prozef-spezifitdt sprechen, was inhaltlich 
nichts anderes bedeuten wiirde, als daB in jeder Zelle Auf- und Abbau 
der Proteine nach besonderen Gesetzen verlauft. Dazu ist aber die An- 
nahme spezifischer Fermente in den einzelnen Organen gar nicht 
nétig. Nehmen wir einmal an, jede Zelle des groBen Staates, Tier 
oder Mensch, enthalt dieselben drei Fermente wie die Leber (s. oben); 
auch bei dieser Sachlage kénnte Auf- und Abbau nicht nur durch die 
Zustandsanderung des Substrats geregelt werden, sondern auch durch 
bestimmte Vorrichtungen vom Charakter des Antitrypsins. Aber 
auch noch mehr! Die Notwendigkeit, spezifische Vorgiinge in den 
einzelnen Organzellenstaaten anzunehmen, wurzelt in dem Gedanken 
einer territorialen Begrenztheit der Fermentaktivitat. Man stellte 
sich vor, da8 ein aus der Leber in die Blutbahn ausgetretenes Ferment 
eventuell in andere Organe geraten konnte, um dort verheerende 
Wirkungen anzurichten. Nun wissen wir aber, daB auBer Ferment- 
schutzvorrichtungen die Protoplasmagrenzschicht beliebige Sperr- 
vorrichtungen pesitzt und nicht nur qualitativer, sondern auch quanti- 
tativer Art; dazu ist es aber auch noch nicht bekannt, ob tiberhaupt 
Fermente passiv aus den Organzellen in die Blutbahn ausgewaschen 
werden. 


Alle diese und andere Uberlegungen muSten uns doch nochmals 
vor die Frage der Spezifitaét von Organzellenfermenten stellen. Also, 


1 Diese Zeitschr. 175, 471, 1926. 
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nach vielen Jahren wieder die Heterolysefrage, jedoch mit neuen 
ZugangsstraBen. Denn erstens haben unsere Arbeiten endgiiltig gezeigt. 
daB die postmortale Proteinolyse durch dieselben Fermente geleitet 
wird, die auch in vivo funktionieren, zweitens ist die Notwendigkeit 
erkannt und die Méglichkeit gefunden, die Autolyse unter méglichster 
Zuriickdrangung der Eigenproteinspaltung an konstantem Substrat zu 
studieren, und drittens ist die Waffe in die Hand gegeben, die Fermente 
durch ihre Spaltungsoptima bei bestimmter Wasserstoffionenkonzen- 
tration zu studieren. Alles dieses war vor 26 Jahren, als M. Jacoby} 
seine Autolysearbeiten veréffentlichte, nicht bekannt, und doch liegen 
schon da Andeutungen einer gewissen Unspezifitat der Organfermente 
vor. Nun waren wir uns klar, dab, wenn es gelingen sollte zu zeigen, 
daB nicht nur die Leber, sondern auch andere Organe drei Fermente 
enthalten, und zwar immer charakterisiert durch dieselbe optimale 
Aziditaét des Milieus fiir die einzelnen Fermente, dann gegen die be- 
riichtigte Spezifitat der erste Schlag gefiihrt ware. Diesbeziigliche 
Versuche bilden den ersten Teil unserer Arbeit. 

Es wurden Rinderorgane untersucht, und zwar Leber, Niere, Herz, 
Lunge, Muskeln, Hirn, Schilddriise, Milz, Erythrocyten und Leuco- 
cyten. Die Resultate sind in Tabelle I zusammengestellt, die genauen 
Protokolle sind am Schlu8 der Arbeit angefiihrt. Was die Methodik 
anbetrifft, so entsprach sie genau derjenigen von JL. Utkin- 
Liubowzow (1. c.). 

Tabelle I. 
Die Aktivitatsoptima der proteolytischen Fermente verschiedener Organe. 
x 





Organ | Pa | Pa Pu Pu PH 
NESS SEES Ne baa | _ 3,56 5,50 7,40 — 
Sebilddriee.. ...... — 8,41 5,12 7,30 _ 
Ms 5) Se ears i _ 3,24 5,62 7,37 7,82 
a ete ea } o— 3,17 5,40 7,71 -- 
NS ri a pone te oe _ 3,40 5,73 7,55 -- 
SSeS Sea Asari Sar _ 3,14 5,70 7,53 ~_ 
5 SR Ser anne — 8,63 5,80 7,58 - 
Erythrocyten ...... 2,70 3,70 a — 8,16 
Leucocyten....... 2,70 nahe 4 _— 7,36 8,5 
BS ee eve es aoa 3,49 5,77 7,33 Trypsin 


Wie ersichtlich, beobachteten wir in allen Fallen ausnahmslos 
drei optimale Punkte von Caseinspaltung, und zwar bei py = 3,2 
bis 3,5, bei pa = 5,2 bis 5,7 und pq = 7,3 bis 7,55. Die Proteasen 
verschiedener Organe, soweit wir beurteilen kénnen — wir stiitzen 


1 Beitr. z. chem. Physio!. und Patholog. 8, 446, 1903. 
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uns dabei auf die optimalen Wirkungspunkte der Skala der Wasser- 
stoffionenkonzentration —, gleichen einander vollkommen. Interessant 
ist der Umstand, daB Niere, Milz, Erythrocyten und Leucocyten noch 
eine Protease mit einem Wirkungsoptimum nahe pg = 8 enthalten, 
was ziemlich mit dem optimalen Punkt fiir Darmtrypsin zusammenfillt. 


Erythrocyten und Leucocyten unterscheiden sich von anderen 
Geweben noch dadurch, daB ein im sauren Milieu arbeitendes Ferment 
ein Optimum besitzt, welches bei einer héheren Wasserstoffionen- 
konzentration liegt, als die entsprechenden Fermente anderer Gewebe. 
Die nunmehr sicherstehende Identitét optimaler Bedingungen der 
Milieureaktion fiir die Arbeit der Proteasen verschiedener Gewebe 
erlaubt uns, dieselben in drei Gruppen einzuteilen. 


Absolut dieselben Optima hat seinerzeit L. Utkin-Ljwbowzow 
fir Kaninchenleber erhalten, und dieses ist besonders interessant, 
denn es sind, da jetzt Rinderorgane angewandt wurden, die Fermente 
nicht nur in der Art organgleich, sondern, wie es scheint, auch arigleich. 
Weitere umfassende Versuche miiBten das bestitigen. Und trotzdem, 
trotz Gleichheit der Fermente der verschiedensten Organe, muB die 
Heterolyse doch noch bewiesen werden: mit gewisser Miihe kann man 
wohl noch einiges anfiihren, was ungeachtet der Fermentidentitat 
gegen die Heterolyse ins Feld gefiihrt werden kénnte. 


Der gréBte Mangel der alten Jacobyschen Versuche war, daB die 
Reaktion nicht beriicksichtigt werden konnte, daB er nur an zwei 
Organen experimentierte und daB dieselben in Form von Auf- 
schwemmungen benutzt wurden; es gingen also autolytische und 
eventuell heterolytische Vorginge nebeneinander einher, und das Resultat 
war immer ein summarischer Effekt von vier Reaktionen. 


Zu allererst bemiihten wir uns, so eine Verdunkelung des Vorganges 
zu vermeiden, deshalb wurde das Ferment, dessen Wirkung wir zu priifen 
hatten, einer Reinigung unterworfen, um es méglichst eiweiBfrei zu erhalten. 
Zu diesem Zwecke wurden die Proteine der Organaufschwemmung im 
isoelektrischen Punkte gefallt und abfiltriert. Das klare Filtrat wurde 
mit einem doppelten Volumen Aceton versetzt, der Niederschlag abgenutscht, 
mit reinem Aceton und Ather gewaschen und im Vakuum iiber Schwefel- 
séure ausgetrocknet. Das erhaltene weiBe Pulver wurde in Wasser geldést, 
der unlésliche Teil abfiltriert und das Filtrat mit einem fiinffachen Volumen 
einer Mischung von Alkohol und Ather (4: 1) gefallt. 

Das im Vakuum getrocknete Pulver ist in Wasser leicht léslich und 
enthalt Proteasen mit einem Optimum bei pg = 3,4 und 5,5. Was das 


* Ferment mit dem Optimum pg = 7,4 anbetrifft, so wird es durch den 


EiweiBniederschlag adsorbiert, welcher aus der Suspension bei Eiweib- 
fallung im isoelektrischen Punkte ausfallt. Die Herstellung eines Praparats 
dieser Tryptase ist aus dem weiteren ersichtlich. 


Das von uns erhaltene, in saurem Milieu arbeitende Praparat 
ergab bei einer Priifung seiner autoproteolytischen Fahigkeit (in Ab- 
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wesenheit eines fremden Substrats) sehr niedrige Zahlen, was durch 
einen geringen Gehalt an Protein erklart werden kann. Fiir das Studium 
der Heterolyseerscheinung ist diese Eigenschaft unseres Praparats 
sehr wertvoll, da sie die Korrektur auf Eigenspaltung des Praparats, 
wie auch die Verdauung des Fermentpriparats selbst durch die Proteasen 
des Gewebssubstrats auf ein Minimum herabdriickt. 


Vor Beginn der Heterolyse priiften wir die Aktivitat des Praparats 
an einer Caseinlésung und bestimmten die fiir seine Arbeit optimale 
Reaktion des Milieus: Letztere stimmte immer mit den von uns friiher 
erhaltenen Zahlen fiir die Suspensionsfiltrate der entsprechenden 
Organe. 


Die ersten Versuche stellten wir mit einem Leberproteasenpraparat 
an. Da die Eiweiispaltung der Gewebe nach den Angaben von Rona und 
Mislowitzer! am besten bei pg = 3,6 bis 3,8 verlauft, wahlten wir fiir unsere 
Heterolyseversuche im stark sauren Milieu eben diese Wasserstoffionen- 
konzentration, obgleich wir fiir Caseinspaltung ein mehr nach der sauren 
Seite liegendes Optimum erhalten hatten. Der Versuch wurde in folgender 
Weise angestellt: 

In je einen Erlenmeyerkolben wurde eingetragen: 

Kolben 0: 5cem 0,25%ige Fermentlésung + 5ccm Acetatpuffergemisch, 
pu = 3,8 + 5ccem Wasser. 

Kolben 1: 5cem Wasser + 5 ccm Acetatpuffergemisch, pq = 3,8 + 5 ccm. 
10% ige Suspension eines zerkleinerten Organs. 

Kolben 2: 5cem 0,25%ige Fermentlésung + 5ccem Acetatpuffergemisch, 
pu = 3,8 + 5eem 10% ige Suspension eines zerkleinerten 
Organs. 

Selbstverstandlich wurde neben jedem Versuch eine entsprechende 
Kontrolle angestellt, die den Rest-N-Wert vor Beginn des Versuchs an- 
zeigte. Um die Wirkung des zugesetzten Ferments zu beurteilen, wurden 
verglichen: Rest-N-Gehalt (Kontrolle abgezogen) im Kolben 1 und derselbe 
unter Abzug des Eigenautolysewertes (Kolben 0) im Kolben 2. 


Tabelle II, 
Versuch a) Optimumbestimmung eines gereinigten Leberferments, 
0,2%ige Fermentlésung, 1%ige Caseinlésung. Lactatpuffer. Anfangs- 
rest-N = 0,25 mg. 





1 2 3 4 5 6 7 


pu elektrometrisch. . . | 4,08 | 8,79 | $42 | 311 | 2,81 | 255 | 2,41 
Rest-N nach 72Std., mg 0,60 | 1,12 | 1,57 | 1,26 | 0,91 | 0,56 | 0,35 
er ee 0,35 | 0,87 | 1,82 | 1,01 0,66 | 0,31 | 0,10 


Versuch b) Einwirkung des Leberferments auf die Autolyse von 
frischen Organsuspensionen (Leber, Niere, Muskel), 0,25°%ige Ferment- 


1 Diese Zeitschr. 140, 517, 1923. 
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lésung, 10% ige Organsuspension. Der ganze Versuch wurde bei pq = 3,8 
angestellt. Versuchsdauer = 48 Stunden. Die Zahlen bedeuten Rest-N- 
Zuwachs fiir das ganze Fliissigkeitsvolumen der entsprechenden Kolben. 


Be ere ee oe ee OO ee he ee 
i ee a NN ee 9 ae we oh ee woe ee BAS 
DOlmG 6 SO ea ee ES As See eee 
ep Sa ae ee a oe ee ee re ee ee a 
De Pn ee i tes oe ws 6 oe o 8 pee =o CO ae 
EE tI Sg gens 6 oi wee es EO 


Versuch c) Einwirkung vom Leberferment auf die Autolyse getrockneter, 
durch Aceton denaturierter Proteine von Leber, Hirn und Lunge, 0,2 %ige 
Fermentlésung, 1 °,ige EiweiBlésung. Versuchsdauer = 72 Stunden. py=3,8. 


ee es ae ee 
2. as Bem gene 7. a 
3. a St Ee raaeeeeener tS haat 
4. sal eee ee | ee 
5. 7 0 ee a re | err 
6. ; » : Lange + Ferment. ........=0,4 , 


Aus allen Versuchen geht deutlich hervor, daB die Leberprotease 
im sauren Milieu nicht nur das EigeneiweiB der Leber verdaut, sondern 
auch die EiweiBe anderer Organe: der Niere, Lunge und andere. Die 
gleichen Resultate erhielten wir, wenn ww statt frischer Suspensionen 
als Substrat, Suspensionen von denaturierten Proteinen verschiedener 
Gewebe anwandten. Denaturiert wurde durch Aceton: 1 Volumen 
einer 20°, igen Suspension wurde mit 2 Volumen Aceton versetzt, 
1 Stunde stehengelassen, der Niederschlag abgenutscht, mit Aceton 
gewaschen und im Vakuum getrocknet. Aus dem erhaltenen Pulver 
wurde eine 1 °,ige Suspension hergestellt. 


Versuche mit anderen wie aus Niere und Lunge gewannenen 
Proteasepraparaten gaben ganz analoge Resultate, d.h. eine EiweiB- 
spaltung der anderen Organe im sauren Milieu, was aus folgender 
Tabelle zu ersehen ist. 


Tabelle III. 


Versuch a) Bestimmung des Wirkungsoptimums eines Nierenferments. 
Anfangsrest-N = 0,39 mg. Lactatpuffer. 





ae ee See Sit: -s a 
Pu elektrometrisch . : 4.60 4,20 3,87 3,52 8,22 2,91 
Rest-N nach 48 Std., mg 1,44 1,44 2,70 3,43 4,34 3,43 
WEES ak e's, 1,09 1,09 2,35 3,08 3,99 3,08 


Optimum bei pq = 3,22. 
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Versuch b) 


Suspensionen von Niere und Muskel. 


1. Autolyse von 
2. és 
3. 9 ” 
4. * ’ 





ae Sale vet © 
Niere + Ferme ont ; 
Muskel 


Muskel + Ferment 


= 1,46 


- = 0,]1 
. = 0,31 


Nierenfermenteinwirkung auf die Autolyse frischer 
Versuchsdauer 48 Stunden. py = 3,8. 


. = 0,81 mg 


” 


%? 


? 


Versuch c) Nierenfermenteinwirkung auf die Autolyse von denaturierten 
EiweiBen von Niere, Leber, Lunge. Versuchsdauer = 72 Stunden. py = 3,8. 


1. Autolyse von 
$. ee P 
3. %? ”” 
4. 9 o 
5. in fe 
6. i ae 


Niere 


Niere + Wesiment F 
Leber... 
Leber + Daeue “_. 
Lunge . 


Lunge + Ferme a. 


0,43 


- = 1,33 


I 


0,67 


. = 1,16 


. = 0,92 mg 
. = 1,82 


” 


” 


” 


” 


” 


Versuch d) Einwirkung eines Nierenferments auf die Autolyse frischer 


Suspensionen von Niere und Leber. 


1. Autolyse von 
2. ‘is ia 
3. ‘i a 
4. ” ” 


Niere ; 
Niere + Fesment ‘ 
Leber... 

Leber + Denes. 


| 


2,32 


_ = 2.72 


a,le 


= 3,92 


Versuchsdauer = 72 Stunden. py = 3,8. 
1,58 mg 


” 


”” 


” 


Versuch e) Bestimmung des Wirkungsoptimums von Lungenfermenten. 


Lactatpuffer. 


Anfangsrest-N = 0,28 mg. 


Versuchsdauer = 72 Stunden. 





pu elektrometrisch . 


8, 
Rest-N nach 72 Std., mg || 1,29 1,19 1,89 | 2 
» 


a ae eae 


1 2 3 | 


| 454 | 409 | 881 | 
| 1,01 0,91 1,61 


Wirkungsoptimum pq = 3,45. 


5 


3,15 
2,20 
1,92 


Versuch f) Einwirkung von Lungenferment auf die Autolyse frischer 


Suspensionen aus Leber, Milz und Niere. py = 3,8. 


1. Autolyse von Lunge . = 1,54 mg 
2. Ss » Lunge + Persuent . = 2,20 ,, 
3. ii ae Ste = 1,15 ,, 
4. = » Leber + Tinnent = 2,32 ,, 
5. pe os eee ae oe 
6. a >» Milz + Piement = 3,05 ,, 
Versuch g) 

1. Autolyse von Lunge . . = 1,27 me 
2. a » Lunge + Dermat. == 2,15 ,, 
$. “ s» Niere ser ’ = 1,29 ,, 
4. oo » Niere + Wontacat i . = 1,91 ,, 
5. os aa ee gs . = 1,66 ,, 
6. a » Leber + Wirsaiat . = 1,50 ,, 
Alle angefiihrten Versuche beweisen deutlich, daB im sauren Milieu 
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Was nun das Ferment mit einem Optimum im schwach alkalischen 
Milieu (optimale Reaktion entsprechend py = 7,2) anbetrifft, so 
stieBen wir auf Schwierigkeiten: unter den gegebenen Arbeitsbedingungen 
wird die Proteolyse durch gewisse Mechanismen gehemmt, deren Wesen 
noch wenig erforscht ist, die aber unter dem gemeinsamen Namen 
,Antitrypsin“ oder, wie C.Oppenheimer vorschlug, ,,Sistoprotease“ 
vereinigt werden kénnen. Der Eingriff dieser Mechanismen erklart 
wohl den schwachen Gang einer Autolyse der Gewebe im alkalischen 
Milieu. 

Die Methodik der Herstellung von Proteasepriparaten fiir diese 
Versuche mute modifiziert werden, weil die uns  interessierende 
Protease von den im isoelektrischen Punkt ausfallenden Eiweifen 
des Organs adsorbiert wird und das Filtrat, welches zur Erhaltung 
der im stark sauren Milieu arbeitenden Protease diente, vollkommen 
frei ist von einem Ferment mit einem Wirkungsoptimum im alkalischen 
Milieu, wie es schon aus den Versuchen von L. Utkin-Ljubowzow (I. c.) 
zu ersehen war. 

Deshalb wandten wir hier folgende Methode an: 

Zu einer Suspension aus zerkleinertem Organ, deren grobe Teilchen 
durch Filtration (doppelte Mullschicht) entfernt wurden, setzten wir ein 
Acetatgemisch mit pa = 4,7 und ein doppeltes Volumen Aceton hinzu. 
Der Niederschlag wurde abgenutscht, mit Aceton und Ather durchgewaschen 
und im Vakuum ausgetrocknet. Das so erhaltene trockene Pulver (die 
Gesamtmenge, erhalten durch Fallen von 200 cem 20 %iger Organsuspension ) 
lésten wir durch Zerreiben im Mérser mit 50 ccm einer 0,2 %igen Lésung 
von kohlensaurem Natron und filtrierten die triibe Fliissigkeit durch ein 
Faltenfilter; die Filtration geht a&uBerst langsam vor sich und ergibt ein 
opaleszierendes Filtrat. Das Filtrat wurde nach Lackmus mit Essigsiure 
neutralisiert und mit 5 Volumen einer Alkohol-Athermischung (4:1) 
gefallt, der Niederschlag abgenutscht, mit Alkohol und Ather gewaschen 
und im Vakuum getrocknet. 

Die Aktivitét der erhaltenen Praiparate wurde immer durch Casein- 
spaltung im alkalischen Milieu kontrolliert. ‘ 

Die Versuche mit den so erhaltenen Praparaten wurden genau in 
derselben Weise ausgefiihrt wie es fiir die Pepsinase geschah mit dem kleinen 
Unterschied, da®B statt eines Acetatpuffergemisches ein Phosphatpuffer 
mit py = 7,3 angewandt wurde. 


Tabelle IV. 


Versuch a) Bestimmung des Wirkungsoptimums von Leberfermenten. 
Phosphatpuffer. Anfangsrest-N 0,49 mg. 





! 4 a ae 4 5 » 
pu elektrometrisch. . . | 7,81 | 7,68 7,54 | 725 7,11 | 6,81 
Rest-Nnach120Std., mg | 144 | 182 | 188 192 161 1,71 
Zuwachs ..... » || 0,95 1,33 1,39 1,48 1,15 1,22 


Optimum bei pq = 7,25. 








# 
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Versuch b) Fermenteinwirkung auf eine 10%ige Organsuspension: 
Leber, Milz, Niere. Versuchsdauer = sechsmal 24 Stunden. pg = 7,3. 


1. Autolyse von Leber . . . sa Wee eas ae oe 
2. Pa » Leber + Deonent . Fight otk elk poet he oe 
3. ‘a SS =o eek 8 gs, ook a ao 
4. ns » Milz + Vorment i Se ARP Ee 7. ie 
5. - » Niere.. Be ge eee al hg ok ee a 
6. ka », Niere + Ferment eae iba teccant 5) ibe Cas 


Kein einziger Versuch zeigte erhéhte Eiwei8spaltung nach Ferment- 
zusatz, ob das EiweiB aus demselben Organ wie das Fermentpraparat 
oder aus einem anderen Gewebe stammte. Die erste Erklarung fiir 
diese negativen Resultate suchten wir darin, daB Rinderorgane, mit 
denen wir operierten, nicht ganz blutfrei waren, also auch Serum mit 
stark antitryptischen Eigenschaften enthielten. Zwecks Behebung 
dieser Schwierigkeiten tibertrugen wir unsere Arbeit auf Kaninchen- 
organe, welche durch entsprechendes Auswaschen der BlutgefaBe 
blutfrei gemacht werden konnten. Doch auch diese Versuche fielen 
negativ aus. 

Tabelle V. 

Versuch a) Einwirkung von Kaninchenleberferment auf die Autolyse 
einer 10%igen Suspension von Leber, Niere und Lunge. Versuchsdauer 
fiinfmal 24 Stunden. px = 7,1. 


1. Autolyse von Leber. . . Gee MANORS a 
2. “ » Leber + Parment . sg wis pe te 2 ce es ha 
3. pa es ay wee CG aa ee 
4. ‘ » Niere + Ferment ae ewe lea 
5. a ee eee tele 6 Ze a eee 
6. ws » Lunge + Ferment. ah oh Se: ey ue a 


Jetzt versuchten wir, die Gewebeproteine durch Acetonbearbeitung 
zu denaturieren, wie es fiir die Pepsinaseversuche geschah. Die Aceton- 
bearbeitung fiihrt zu einer Antitrypsinvernichtung, was aus den Arbeiten 
von Yamakawa}! betreffend Aktivierung von proteolytischen Fermenten 
des Blutserums zu ersehen ist. 


Tabelle VI. 
Versuch a) Einwirkung eines Kalbsleberferments auf die Autolyse 
denaturierter Proteine von Leber, Lunge und Hirn im Milieu pg = 7,3; 
4%ige Fermentlésung, 1% Suspension von Niere, Lunge, Hirn. 


1. Autolyse von Leber . . . Sure wie . ieee 
2. is », Leber + Senet: ae ewer terest e eee 
3. o” op AND os SS eee sR 
4. = » Lunge + Ferment. ee ee te ne 
5. e so oe sg ltae wien ose Seo as 
6. i » Hirn + Ferment «te ae ete 0): © eR ae 





1 S. Yamakawa, Journ. of exper. Med. 27, 689, 1918. 
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Versuch b) Bestimmung von Wirkungsoptimum eines Kalbslungen- 
ferments. Phosphatpuffer. Anfangsrest-N = 0,13 mg. 





1 2 3 4 5 6 
pu elektrometrisch. . . | 8,30 7,86 7,65 7,35 7,15 6,80 
Rest-N nach 72Std., mg | 0,28 0,53 0,95 0,70 0,14 0,28 
Anreicherung ... , 0,15 0,40 0,82 0,57 0,01 0,15 


Optimum = 7,65. 


Versuch c) Einwirkung von Lungenferment auf die Autolyse dena- 
turierter Lungenproteine, Leber und Milz bei pg = 7,1. Versuchsdauer 
fiinfmal 24 Stunden. 


1. Autolyse von Lunge. . . 3) 5 8 oo ee 
2. ea » Lunge + Woemint. So er ee > le 
3. ‘= os ee be is eels 3 eee 
4. = » Leber + Dotmens . at eg ore « op see a. 
5. a Sees bid, ete. latch ant he Sn ol 
6. » Milz + Fe amen aa eae 


In diesem Falle gelang es in der Tat, die Heterolyseerscheinung 
auch in alkalischem Milieu zu beobachten. 

Bei Anwendung von Substraten, denaturiert durch 5 Minuten 
langes Erhitzen in siedendem Wasser, findet ebenfalls eine Heterolyse 
im alkalischen Milieu statt. 


Tabelle VII. 


tinwirkung von Kaninchenleberferment auf denaturierte Substrate 
(letztere wurden 10 Minuten lang auf einem Wasserbad erhitzt). py = 7,3. 


1. Autolyse von Leber . . . oe ec we & « o OSA mg 
3. Pe » Leber + Feinns . eee ee ee fee 
3. a a I soe tulad Vis 6.0: ee Ae 
4. io » Niere + Penseent eee Gee 5 ee 
5. aa ie a «350 ee ee eee le 
6. ne » Lunge + Ferment. ee ea ee 


Im schwach sauren Milieu, bei py = 5,5, néherten sich die erhaltenen 
Resultate denen des alkalischen Milieus. Hier konnte auch keine deutliche 
Heterolyse mit nativen, sondern nur mit so oder anders denaturierten 
Organsuspensionen beobachtet werden. 


= Tabelle VIII. 


Versuch a) Einwirkung eines Kaninchenleberferments auf die Autolyse 
von Leber-, Niere- und Lungensuspensionen. Milieu pg = 5,5. 


1. Autolyse von Leber . . . ‘a ee ere 
2. SS » Leber + Derenent TE ae See 
3. ms 5 6 ae Pet ert eas. ee 
4. via » Niere + Vormont ook 8 ee oo Oe 
5. és »  Lunge ; = 3,13 ,, 
6. ‘i » Lange + Ferment. = 3,19 ,, 
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Versuch b) Dasselbe mit Organen eines anderen Kaninchens. Milieu 
Pu = 5,5. 


3, AROISNS WOR BMOOF 6s tt tp wk tt we et 
2 in = aaeee 4+ Bowment. ... . cs ses ee BM... 
3 is » Niere Pam” § = 3,43 ,, 
4. an 55 were + Porment ......<«.. «+. = Ses ,, 
5 oa ee SCE NG Te? coh a et gah grag gs ae a 
6 os bs. a + PRN... ik ck sn Mowe me he. 


Versuch c) Einwirkung eines Lungenferments auf die Autolyse von 
denaturierten Lungen-, Leber und Milzproteinen. Milieu py = 5,5. 


i ene WOR EAMO Sc a se ee en wee 0 ee 
2. is » Aamge we Ferment. . . ... .. .. = 1,88 ,, 
3. wa EE ge 98 Ginkgo oo 6a es ee ee a 
4. ea co A = ONG. ec ee ee 
5. os ion I a SA aie x. Sh tat Sgr ck S&S 
6. “- og. Oe oe og ly ayy OT 


Es ist kaum anzunehmen, da8 die von uns angewandten Dena- 
turierungsprozesse mit durchgreifenden chemischen Veranderungen 
der Proteine einhergehen, eher liegt eine Veranderung ihres physi- 
kalischen Zustandes, Verminderung der Ladung einzelner Teilchen 
und folglich Bildung von gréberen Komplexen vor. Auf diese Weise 
begegnen wir bei unserer Heterolyseforschung aufs neue der Frage 
iiber den Einflu8 des physikalischen Zustandes von Substrat auf dessen 
Spaltungsbereitschaft durch proteolytische Fermente. Diese Frage 
kreuzte schon éfters den Weg unserer Forschungen tiber proteolytische 
Prozesse in tierischen Organgeweben. Zu ihrer Lésung werden vielleicht 
die Annahmen Bradleys beitragen, laut welchen der gréBte Tei] nativer 
Proteine nur dann durch proteolytische Fermente gespalten wird, 
wenn die Substratteilchen positiv geladen sind, was nur der Fall ist, 
wenn die Aziditit des Milieus den isoelektrischen Punkt des gegebenen 
Proteins nach der sauren Seite tiberschreitet. Sind die EiweiBteilchen 
negativ geladen, wie es die Organzellen im lebenden Tierorganismus 
aufweisen, so behalten sie ihre Fahigkeit, proteolytische Fermente 
zu binden; doch unterliegt so eine Art Verbindung Ferment—Substrat 
keiner weiteren Umwandlung unter Fermentloslésung, Substrat- 
zerfall und Bildung von Proteinspaltungsprodukten, oder wenn immerhin, 
so doch auBerst langsam. Auf diese Weise unterliegt ein elektronegatives 
EiweiB nicht nur einer Eigenspaltung durch proteolytische Fermente, 
sondern es bindet sie und hemmt die Fermenttatigkeit auch dann, 
wenn im Milieu ein fiir sie leicht erreichbares Substrat enthalten ist. 
Unsere Versuche iiber Organproteasen im alkalischen und schwach 
sauren Milieu zeigten uns, daB keine Heterolyse zustande kommt, 
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wenn die EiweiBsuspensionen nicht auf irgendeine Weise denaturiert 
worden sind, d.h. die Ladung ihrer Teilchen nicht vermindert wurde, 
da doch verminderte Ladung mit Verminderung der systoproteo- 
lytischen Einwirkung einhergeht. Jedoch ist alles das nur fiir die 
alkalische und schwach saure Reaktion des Milieus von Bedeutung, 
denn in diesem Falle besitzen Organsuspensionen sehr viel negativ 
geladenes Protein; gelangen wir aber in das saure Milieu mit positiver 
Ladung der Teilchen, so beobachten wir in allen Fillen ausnahmslos 
ausgesprochene Heterolyseerscheinung. 


Aber auch noch andere Erwagungen kommen in Betracht, mehr 
biologischen als physikalisch-chemischen Charakters. Es ist namlich 
bezeichnend, daB wir im Magendarmtraktus, ganz genau wie in der 
Organzelle, in saurem Medium arbeitende Pepsinase und im alkalischen 
Bereich verdauende Tryptasen besitzen. Wenn wir immer urid immer 
héren, daB der Sinn einer solchen Vorrichtung im stufenweisen Abbau 
der Proteine ist, so wissen wir doch, daB auch die Tryptasen allein 
die Nahrungsproteine bewaltigen kénnen, und man kann doch nicht 
allen Ernstes von einer ,,Erleichterung der Tryptasenarbeit durch 
die Vorarbeit des Pepsins sprechen. 


Die physiologische Rolle des Trypsins ist sicher, die Protein- 
bruchstiicke anzugreifen. 


Mag sein, daB in der Organzelle, die ja die Zweiheit dieser beiden 
Fermentgruppen wiederholt, auch die Arbeitsdifferenzierung viel 
ausgesprochener ist. Es ist die Autolyse wie die Heterolyse im alka- 
lischen Bereich tiberhaupt wenig ausgesprochen, weil es eben die 
Pepsinasen sind, die das Eiwei8molekiil angreifen ; die Rolle der Tryptasen 
ist, die nun entstandenen Bruchstiicke weiter zu gpalten. AuBer Zweifel 
steht es jetzt fiir uns, daB die Proteinolyse in vivo mit einer Schaffung 
saurer Herde an Protoplasmagrenzschichten, welche die Pepsinase- 
arbeit auslésen, beginnt. Im Darmkanal sind beide Fermentgruppen 
lokal getrennt, und zweckmabig ist es deshalb, daf das den Pepsinen 
zufallig entschliipfte Protein doch noch im Darm angegriffen werden 
kann. In der Organzelle ist eine solche lokale Trennung der Fermente 
nicht anzunehmen, und da wird wohl die Bedeutung des stufenweisen 
Abbaues durch die Einzelfermente einen besonderen Sinn und eine 
besondere Bedeutung gewinnen. Wenn M. Jacoby vor iiber 25 Jahren 
schrieb, da die Existenz einer Heterolyse sinnlos wire, da die Fermente 
der einzelnen Organe keine Not haben, ihre Zellen zu verlassen, um 
in andere Organe einzudringen und dort Verheerungen anzurichten, 
so glauben wir sagen zu kénnen, daB eben deswegen die Heterolyse 
ruhig bestehen kann, weil fiir solche Verheerungen keine Gelegenheit 
geboten ist. Aber wenn auch; ebenso wie die eigene Zelle sich vor ihren 
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Fermenten schiitzt, so wird erst recht eine fremde Zelle sich vor Ein- 
dringlingen schiitzen kénnen. Nun, vom Standpunkt unserer heutigen 
Versuche wire der Eindringling dasselbe proteolytische Ferment, 
welches der Zelle bekannt und eigen ist, und newe Schutzmechanismen 
brauchen gar nicht postuliert zu werden. 

Wenn aber die Zelle sich vor ihren eigenen Fermenten nicht mehr 
zu retten wei, wenn die regulierenden Vorrichtungen zusammen- 
gebrochen sind, dann tritt eine unorganisierte Selbstverdauung des 
Gewebes ein, gleichviel ob durch eigene oder aber aus anderen 
Organen zugeschwemmte Fermente. Dieses Unvermégen, die Prozesse 
zu regeln, ist die Heterolyse bei Tumoren}?. 


Zusammenfassung. 


1. Alle bisher bestimmten Organe (Gewebe) einer Tierart (Rind) 
haben drei proteolytische Fermente mit den Wirkungsoptima bei 
pu = etwa 3,4, 5,4 und 7,4. Dieselben Optima zeigt auch Kaninchen- 
leber. Es sind die Fermente nicht nur in der Art organgleich, sondern 
auch artgleich. 


2. Die seit langem als Tatsache proklamierte Arbeitshypothese 
iiber Spezifitat der proteolytischen Organfermente konnten wir nicht 
bestiitigen. 


3. Im durchsichtigen Versuch gelingt es zu zeigen, daB fiir alle 
drei Fermentgruppen (besonders Pepsinase) Heterolyse besteht. 


4. Der trifermentative Charakter (Proteolyse) der Organzellen 
hat seine Analogien in den Verdauungsfermenten. Der Sinn dieser 
Vorrichtung ware in der ZweckmaBigkeit des stufenweisen Abbaues 
zu suchen. ‘ 


Anhang. 


Bestimmung der Aktivitdtsoptima der proteolytischen Fermente 
verschiedener Organe. 


Zur Anstellung der Versuche mit den in saurem Milieu arbeitenden 
Proteasen wurden Filtrate der Organaufschwemmungen nach dem Aus- 
fallen der Proteine im isoelektrischen Punkte angewandt. 

Die Versuche mit der in alkalischem Milieu wirkenden Tryptase wurden 
mit dem Trockenpraparat angestellt, das durch Ausfillen der Organ- 
aufschwemmung mit 2 Volumen Aceton und Trocknen im Vakuum erhalten 
und als 1%ige Aufschwemmung gebraucht wurde. Uber die Einzelheiten 
der Versuchsanordnung verweisen wir auf die zitierte Arbeit von L. Utkin- 
Lijubowzow. 


1 C. Neuberg, Berl. klin. Wochenschr. 1905, 8S. 115; Festschrift fiir 
E. Salkowski, Verlag Aug. Hirschwald, 1906, S. 593; F. Blumenthal und 
H. Wolff, Med. Klin. 1905, 8S. 166. 
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Leber. 
1 2 3 4 5 6 7 
Versuch 1. Sendininitiie, Selina. 2,13 mg. 
pu elektrometrisch. . . | 4,69 | 4,34 4,02 | 856 | 3,22 | 2.90 
Rest-N nach 19Std., mg | 3,43 3,72 | 4,74 | 566 498 4,16 
Rest-N-Zuwachs. . , 1,30 1,59 | 2,61 3,53 2.85 2,03 
Versuch 2. Acetatpuffer. Anfangsrest-N = 2,16 mg. 
pu elektrometrisch. . . || 8,08 6,74 6,67 | 5,78 5,1 4,40 
Rest-N nach 48Std., mg | 256 837 | 311 | 517 137 4,10 
Rest-N-Zuwachs. . , || 040 | 121 | 0.95 | 801 221 1.94 
Versuch 3. Acetatpuffer. Anfangsrest-N = 2,21 mg. 
pu elektrometrisch. . . || 7,28 | 6,86 | 6,11 5,83 | 527 | 4,78 | 4,48 
Rest-N nach 72 Std., mg | 2,63 3,03 3,63 | 390 418 | 3845 3,45 
Rest-N-Zuwachs.. , 0,42 | 0,82 | 1,42 | 1,69 | 1,92 | 1,24 | 1,24 
Versuch 4. Phosphatpuffer. Anfangsrest-N = 0,99 mg. 
pu elektrometrisch. . . || 7,85 | 7,61 746 | 7,26 | 7,10 | 6,77 
Rest-N nach 96 Std., mg || 3,97 | 4,67 | 4,80 | 4,67 443 4,62 
Rest-N-Zuwachs. . , || 2,98 | 368 3881 | 368 344 363 
Schiiddriise. 
“aS caer i ae ee Oe 6 7 
Versuch 1. Lactatpuffer. Anfangsrest-N = 0,99 mg. 
Pu elektrometrisch. . . || 4,34 4,06 8,77 3,35 8,04 2,72 
Rest-N nach 24Std., mg | 1,42 1,14 | 2,01 2,08 | 2,04 1,94 
Rest-N-Zuwachs. . , 0,64 | 0,36 , 1,23 180 | 1,26 1,16 
Versuch 2. Lactatpuffer. Anfangsrest-N = 0,99 mg. 
pu elektrometrisch. . . || 4,45 | 4,13 | 3,79 | 368 | 327 | 3,30 
Rest-N nach 21 Std.. mg | 1,93 | 1,86 2,56 | 2,75 | 2,75 | 2,65 
Rest-N-Zuwachs .. , 0,94 | 0,87 | 1,57 | 1,76 | 1,76 | 1,66 
Versuch 3. Acetatpuffer. Anfangsrest-N = 0,73 mg._ 
pu elektrometrisch. . . || 6,50 5,69 519 | 4,638 | 4,19 8.97 8,80 
Rest-N nach 44 Std., mg | 1,84 241 | 3,388 | 3,32 | 346 3,52 | 3,66 
Rest-N-Zuwachs. . , 1,11 | 168 | 265 | 259 | 2.78 | 2,79 | 2,98 


Versuch 4. Acetatpuffer. 


Pu elektrometrisch. . . || 5,34 | 5,21 
Rest-N nach 22 Std., mg 1,55 | 1,64 
Rest-N-Zuwachs. .  , 0,82 | 0,96 


Versuch 5. Acetatpuffer. 


pu elektrometrisch. . . || 9,41 7,93 
Rest-N nach 44 Std., mg 0,65 0,72 
Rest-N-Zuwachs. . , 0 0,07 

Versuch 6. Phosphatpuffer. 
Pu elektrometrisch. . . | 7,88 | 7,68 


Rest-N nach 20Std., mg 0,45 | 0,50 


Anfangsrest-N = 0,73 mg. 


5,06 | 4,84 | 4,42 | 4,10 
1,57 1,31 1,28 | 1,22 
0,84 0,58 | 0,55 | 0,49 


Anfangsrest-N = 0,65 mg. 


6,69 | 567 | 509 | 4,35 | 


0,88 | 0,89 | 1,03 | 0,93 


0,23 | 0,24 | O88 | 0,28 | 


Kontrollkolben verungliickt. 


7,50 | 7,80 | 7,10 | 6,74 
0.51 | 069 0.56 0.76 
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Niere. 





1 2 3 4 5 wi 7 





Versuch 1. vasunjatis. Aiiteniiiina' N = 1,57 mg. 
Pu elektrometrisch. . . || 4,43 | 4,13 | 3,81 | 3,88 3,12 2,82 
Rest-N nach 22 Std., mg | 2,63 | 3,05 | 347 | 4,07 | 347 | 3,23 
Rest-N-Zuwachs. . , | 1,06 1,48 | 1,90 | 250 | 1,90 | 1,66 


Versuch 2. Lactatpuffer. Anfangsrest-N = 0,45 mg. 





pu elektrometrisch. . . || 4,36 | 4,07 | 365 | 3,36 | 3,10 | 2,84 
Rest-N nach 19Std., mg | 2,25 | 2,85 | 2,95 | 3,30 | 3,55 | 2,62 
Rest-N-Zuwachs. . , | 1,80 | 1,90 | 2,50 | 2,85 | 310 217 


Versuch 3. Citratpuffer. Anfangsrest-N = 0,26 mg. 
pu elektrometrisch. . . || 1,65 1,82 | 2,08 | 261 | 288 | 3,45 
Rest-N nach 48 Std., mg | 0,49 049 | 0,53 1,08 | 1,61 | 2,73 
Rest-N-Zuwachs. . , | 0,23 | 0,23 | 0,27 | 0,82 | 1,35 | 2,47 
Versuch 4. Acetatpuffer. Anfangsrest-N = 1,72 mg. 
pu elektrometrisch. . . | 6,97 | 645 | 5,84 | 6,62 5.18 | 4,72 | 4,36 
Rest-N nach 44 Std., mg | 1,92 | 2,72 | 320 | 353 | 348 | 3.35 | 3,25 
Rest-N-Zuwachs. . , 0,20 | 1,00 | 148 | 1,81 | 1,78 | 1,63 | 1,53 
Versuch 5. Phosphatpuffer. Anfangsrest-N = 0,38 mg. 


pu elektrometrisch. . - | 7,79 | 7,64 | 7,47 7,27 7,07 6,77 
Rest-N nach 72 Std., mg | 2,01 1,87 1,49 1,64 1,54 1,85 
Rest-N-Zuwachs. . , || 1.63 1,49 | 1,11 | 1,26 | 1,16 | 1,47 


Versuch 6. Phosphatpuffer. Anfangsrest-N = 0,38 mg. 


pu elektrometrisch. . . || 7,79 | 7,64 | 747 | 7,27 7.07 | 6,77 
Rest-N nach 72Std., mg | 2,01 | 1,73 | 1,87 | 1,63 | 1,68 | 1,82 
Rest-N-Zuwachs. . , 1,63 | 1,35 | 1,49 1,25 1,30 1,44 


’ Versuch 7. Boratpurfer. Anfangsrest-N = 0,32 mg. 








pu elektrometrisch. . . | 8,85 | 840 | 812 | 782 | 7,54 | 7,00 
Rest-N nach 72Std., mg | 0,32 0,63 | 0 ‘67 0,74 | 0,67 | 0,74 
Rest-N-Zuwachs. . , 0,0 0,31 | 0, ‘35 | 042 0,35 0,42 
Lunge. 
Bae Tae 1 ¥ 2 34 3 ‘ 4 5 6 








Versuch 1. Lactatpuffer. Anfangsrest-N = 2,52 mg. 
pu elektrometrisch. . . 4,56 4,17 3,83 | 3,46 317 | 2,89 
Rest-N nach 48 Std., mg | 4,53 4,34 5,45 5,78 6,10 | 4,90 
Rest-N-Zuwachs. . , 2,01 1,82 2,93 | 3,26 8,58 2,38 


Versuch 2. Acetatpuffer. Anfangsrest-N = 2,16 mg. 


pu elektrometrisch. . . || 5,22 | 5,17 | 5,26 5,08 4,81 4,48 
Rest-N nach 44 Std., me 448 | 462 | 485 | 495 | 447 | 415 
Rest-N-Zuwachs. | 232 | 246 | 269 | 279 | 231 | 1199 


Versuch 3. Acetatpuffer. Anfangsrest-N = 2,48 mg. 


pu elektrometrisch. . - | 7,02 | 6,42 5,93 | 5,66 5,19 4,74 
Rest-N nach 48 Std., mg 280 | 410 | 4,30 5,04 4,95 4.67 


Rest-N-Zuwachs.. , | 0,92 | 162 | 182 | 256 | 247 | 219 
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Lunge. (Fortsetzung.) 





Versuch 4. Phosphatpuffer. Anfangsrest-N = 0,60 mg. 


pu elektrometrisch. . . 7,86 7,71 7,52 | 7,28 7,08 
Rest-N nach 72 Std., mg 2,34 2,42 2,34 | 234 2,17 
Rest-N-Zuwachs. . , 1,74 | 1,82 1,74 | 1,74 | 1,57 


em 
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Herz 
pial Seas Hs es ee a 5 6 
Versuch 1. Lactatpuffer. Anfangsrest-N = 2,06 mg. 
pu elektrometrisch. . . 4,66 4,22 3,91 3,54 824 | 2,96 
Rest-N nach 24 Std., mg 2,89 2,94 8,22 3,50 3.50 .| 3.40 
Rest-N-Zuwachs.. , 0,83 0,88 1,16 1,44 1,44 1,36 
Versuch 2. Acetatpuffer. Anfangsrest-N = 3,39 mg. 
pu elektrometrisch. . . || 6,67 | 6,02 5,73 5,21 4,76 
Rest-N nach 44S8td., mg | 2,28 | 3,27 3,56 3,22 3,18 
Rest-N-Zuwachs. . , || 0,22 | 1,21 1,50 1,16 1,12 
Versuch 3. Boratpuffer. Anfangsrest-N = 0,46 mg. 
Pu elektrometrisch. . . 8,82 8,40 8,08 7,79 7,55 7,04 
Rest-N nach 48 Std., mg 0,70 0,70 0,75 0,98 1,07 0,70 
Rest-N-Zuwachs. . , 0,24 0,24 0,29 | 0,52 0,61 0,24 
Hirn. 
4 ik 2 | 3 4 5 6 
Versuch 1. Lactatpuffer. Anfangsrest-N = 0,69 mg. 
pu elektrometrisch. . . 4.44 412 | 3,79 3,40 3,14 2,86 
Rest-N nach 48 Std., mg 1,12 1.16 138 ; 1,61 203 | 1,64 
Rest-N-Zuwachs. . , 0,43 0,47 | 0,64 0,92 134 -| 0,95 
Versuch 2. Acetatpuffer. Anfangsrest-N = 0,85 mg. 
pu elektrometrisch. . . 7,46 | 6,62 5,97 | 5,73 5,24 4,77 
Rest-N nach 120Std., mg | 0,88 | 1,01 | 1,92 | 2,20 2,06 2,03 
Rest-N-Zuwachs.. , || 0,03 | 016 | 1,07 | 1,85 1,21 1,18 
Versuth 3. Phosphatpuffer. Anfangsrest-N = 0,47 mg. 
Pu elektrometrisch. . . 7,93 7,70 7,53 7,33 7,11 6,89 
Rest-Nnach 120Std., mg | 2,17 1,99 2,03 | 1,61 1,43 1,36 
Rest-N-Zuwachs. . , 1,70 1,52 1,56 1,14 0,96 0,89 


Versuch 4. Phosphatpuffer. Anfangsrest-N = 0,47 mg. 


pu elektrometrisch. . . || 7,97 7,80 7,57 7,36 7,13 
Rest-N nach 48 Std., mg | 1,50 1,12 1,40 1,26 1,15 
Rest-N-Zuwachs. . , | 1,03 0,65 0,98 0,79 0,68 
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Versuch 1. Lactatpuffer. Anfangsrest-N = 4,02 mg. 


pu elektrometrisch. . . || 4,58 4,29 8,97 3,63 8,32 8,02 

Rest-N nach 96 Std., mg | 5,18 5,28 5,28 5,60 5,14 4,76 

Rest-N-Zuwachs . . , 116 | 1,26 1,26 1,58 1,12 0,74 
Versuch 2. Acetatpuffer. Anfangsrest-N = 4,17 mg. 

pu e@lektrometrisch. . . 645 | 618 | 5,85 5,66 5,20 | 4,84 


Rest-N nach 96 Std., mg | 4,72 | 5,04 | 5,85 5,15 486 | 4,25 
Rest-N-Zuwachs. . , || 0,55 | 0,87 | 118 | 098 0,69 | 0,08 


Versuch 3. Phosphatpuffer. Anfangsrest-N = 0,44 mg. 
pu elektrometrisch. . . || 7,95 | 7,75 7,58 | 7,35 7,16 | 6,85 


Rest-N nach 96 Std., mg | 0,56 | 0,60 0,67 | 0,60 0,53 | 0,70 
Rest-N-Zuwachs. . , | 0,12 | 0,16 | 028 | 0,16 0,09 | 0,26 


Erythrocyten. 


Die nach der iiblichen Methode gewonnenen Erythrocyten des Hundes 
wurden durch Verdiinnen mit Wasser hamolysiert, zum Ausfillen der 
Proteine Acetatpuffer von pq = 4,7 zugefiigt und das Filtrat zum Versuch 
genommen. 
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Versuch 1. Lactatpuffer. Anfangsrest-N = 0,35 mg. 
pu elektrometrisch. . . || 4,15 | 3,83 | 3,74 | 3,31 2,99 | 2,74 
Rest-N nach 48 Std., mg | 0,56 | 0,61 | 0,70 | 089 1,26 1,81 
Rest-N-Zuwachs. . , 0,21 | 0,26 | 0,35 | 0,54 0,91 | 0,96 


Versuch 2. Lactatpuffer. Anfangsrest-N = 0,32 mg. 
pu elektrometrisch. . . || 4,14 | 344 | 316 | 2,90 | 266 | 2,56 
Rest-N nach 48 Std., mg | 0,84 | 1,12 | 0,84 | 1,26 | 1,59 | 1,03 | 
Rest-N-Zuwachs. . , | 0,52 | 080 | 052 0,94 | 127 | 0,71 | 


Versuch 3. Lactatpuffer. Anfangsrest-N = 0,56 mg. 
pu elektrometrisch. . . || 5,27 | 4,55 | 4,08 | 3,66 | 3,34 | 3,06 
Rest-N nach 48 Std., mg || 0,74 | 0,91 | 2,69 | 1,57 | 1,85 | 2,70 
Rest-N-Zuwachs.. , 0,18 | 0,35 | 218 | 1,01 | 1,29 | 2,14 | 

Versuch 4. Acetatpuffer. Anfangsrest-N = 0,44 mg. 


pu elektrometrisch. . . | 7,50 | 7,03 | 6,29 | 590 | 5,33 4,84 | 
Rest-N nach216Std., mg | 1,12 | 1,08 | 0,81 | 0,74 0,74 0,88 | 
Rest-N-Zuwachs. . , 0,68 | 0,64 | 037 0,30 0,30 | 0,44 


Versuch 5. Acetatpuffer. Anfangsrest-N = 0,37 mg. 


pu elektrometrisch. . . || 7,37 | 6,82 | 6,11 | 5.80 | 5,25 | 4,76 
Rest-N nach120Std., mg | 0,63 | 042 | 0,53 | 0,53 0,53 0,66 
Rest-N-Zuwachs.. , 0,26 | 0,05 | 0,16 | 0,16 | 0,16 | 0,29 
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Versuch 6. Phosphatpuffer. Anfangsrest-N = 0,39 mg. 
Pu elektrometrisch. . . || 7,87 | 7,68 | 7,54 | 7,82 | 7,14 | 6,85 | 
Rest-N nach 72Std., mg | 4,38 4,25 425 397 3,68 2,75 
Rest-N-Zuwachs. . , | 3,99 | 3,86 | 3,86 | 358 3,29 2,36 
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Erythrocyten. (Fortsetzung.) 








1 2 3 + i 6 7 g 
Versuch 7. Boratpuffer. Anfangsrest-N = 0,42 mg. 
pu elektrometrisch. . . || 8,91 | 844 | 816 | 7,82 | 7,55 | 7,10 
Rest-N nach 48 Std., mg | 1,75 1,94 | 2,41 1,70 1,75 1,37 
Rest-N-Zuwachs. . , || 1,338 | 1,52 | 1,99 | 1,28 | 1,33 | 0,95 


Leucocyten (Hundeblut). 


Darstellungsverfahren: Das durch Hinzufiigen von Natriumfluorid 
ungerinnbar gemachte Hundeblut wurde zentrifugiert und die obere weibe 
Schicht des Niederschlags, welche aus Leucocyten besteht, vorsichtig 
abpipettiert. Um die beigemengten Erythrocyten zu zerstéren, wurde 
3%ige Essigséure zugefiigt, die intakt gebliebenen Leucocyten abzentri- 
fugiert und mit physiologischer Kochsalzlésung unter Verwendung der 
Zentrifuge gewaschen. . 





1 | 2 | 3 4 | 5 6 





Versuch 1. Lactatpuffer. Anfangsrest-N = 0,18 mg. 


pu elektrometrisch. . . || 4,56 | 4,17 3,81 | 3,46 3,17 
Rest-N nach 72 Std., mg 1,12 1,50 1,26 1,16 1,05 0 
Rest-N-Zuwachs.. , 0,94 | 1,82 1,08 0,98 0,87 0,59 


Versuch 2. Lactatpuffer. Anfangsrest-N = 0,28 mg. 


pu elektrometrisch. . . || 3,66 | 8,25 | 3,08 | 278 | 252 | 
Rest-N nack 96Std., mg 042 0,53 058 | 1,19 | 0,35 | 
Rest-N-Zuwachs. . , 0,14 0,25 0,25 091 0,07 


Versuch 3. Acetatpuffer. Anfangsrest-N = 0,34 mg. 


pu elektrometrisch. . . || 7,41 6,62 5,91 5,52 5,21 4,73 
Rest-N nach 96 Std., mg || 0,95 0,77 0,67 0,59 0,42 0,42 
0,08 





Rest-N-Zuwachs. . , || 0,61 0,43 0,33 0,25 | 0,08 
Versuch 4. Phosphatpuffer. Anfangsrest-N = 0,24 mg. 
pu elektrometrisch. . . || 7,80 | 7,68 7,54 7,32 | 7,14 6,8 


x 5 
Rest-N nach 72Std., mg | 4,06 | 3,78 360 | 350 | 2,59 1,85 
Rest-N-Zuwachs. . , || 3,82 | 3,54 8,36 8,26 235 * 1,61 


Versuch 5. Boratpuffer. Anfangsrest-N = 0,28 mg. 


pu elektrometrisch. . . || 8,98 8,72 8,51 8,33 7,90 7,69 

Rest-N nach 96 Std., mg | 0,45 0,74 0,77 0,59 0,56 0,49 

Rest-N-Zuwachs. . , || 0,17 0,46 0,49 0,31 | 0,28 0,21 
- Leucocyten (Pferdeblut). 


Darstellung: Zu 1 Liter frischen Pferdebluts wurde 1 g Kaliumoxalat 
zugefiigt, gut durchgemischt und an einem kiihlen Ort fiir 24 Stunden 
stehengelassen. Es bildeten sich drei Schichten: eine obere Schicht Plasma, 
eine mittlere weiBe Schicht Leucocyten und die untere — Erythrocyten. 
Nachdem das Plasma absyphoniert wurde, haben wir die Leucocyten- 
schicht vorsichtig abpipettiert, die beigemengten Erythrocyten durch 
Atherwasser himolysiert und die Leucocyten nach Auswaschung im Wasser 
aufgeschwemmt. 
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1 2 3 6.4.8 6 7 8 
Versuch 1. Lactatpuffer. Anfangsrest-N = 0,25 mg. 
pu elektrometrisch. . . | 4,31 | 4,02 | 3,74 | 339 | 309 | 2.80 | 2.51 | 2,33 
Rest-N nach 48 Std., mg | 9,28 | 0,32 0,385 0,49 046 046 0,35 0,35 
Rest-N-Zuwachs. . , 0,03 0,07 | 0,10 | 024 O21 0,21 0,10 0,10 
Versuch 2, Acetatpuffer. Anfangsrest-N = 0,21 mg. 
pu elektrometrisch. . . | 7,24 | 6,58 | 5,92 | 5,70 | 5,19 | 4,74 | | 
Rest-N nach 72 Std., mg | 1,02 0,88 0,88 0,66 | 0,46 | 0,82 | 
Rest-N-Zuwachs. . , 0,81 | 0,67 0,67 | 0,45 0,25 0,11 | 
Versuch 3. Phosphatpuffer. Anfangsrest-N = 0,35 mg. 
pu elektrometrisch. . . | 7,77 | 7,63 | 7,86 | 7,25 | 7,11 | 6,81 
Rest-N nach144Std., mg 2,63 2,28 | 2,45 | 2,13 | 2,10 2,10 
Rest-N-Zuwachs. ., 2,28 | 1,93 | 2,10 | 1,78 | 1,75 | 1,75 
Versuch 4. Boratpuffer. Anfangsrest-N = 0,28 mg. 
pu elektrometrisch. . . || 8,91 | 8,65 | 844 8,29 | 8,06 | 7,59 
Rest-N nach 96 Std.. mg | 1,54 1,37 1,64 1,19 | 1,15) 1,05 
Rest-N-Zuwachs. . , || 1,26 1,09 1,86 0,91 | 0,87 | 0,77 
Milz. 
ys ae: Bo ocr. So ee 5 yrs 
Versuch 1. Lactatpuffer. Anfangsrest-N = 1,98 mg. 
pu elektrometrisch. . . 4,48 4,11 3,83 3,49 3,19 2.88 
Rest-N nach 72 Std., mg 3,85 | 3,75 4,61 5,32 4,65 4,02 
Rest-N-Zuwachs. . , 1,87 | 1,77 2,63 3,34 2,67 2,04 
Versuch 2. Acetatpuffer. Anfangsrest-N = 1,70 mg. 
pu elektrometrisch. . . | 7,16 | 6,43 5,93 5,77 5,17 4,74 
Rest-N nach 96Std., mg | 189 | 340 427 | 4,72 465 4.61 
Rest-N-Zuwachs. . , | 0,19 | 1,70 2,57 3,02 2,95 2,91 
Versuch 3. Phosphatpuffer. Anfangsrest-N = 0,50 mg. 
pu elektrometrisch. . . 7,81 7,68 7,54 7, 33 7,15 6,84 
Rest-N nach 96 Std., mg || 3,40 2,83 3,57 | 3,60 2,45 3,25 
Rest-N-Zuwachs. . , || 2,90 2,33 3,07 3,10 195 | 2,75 
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Uber die substituierenden Eigenschaften langdauernder 
Ultraviolettbestrahlung bei experimenteller Rachitis. 


Von 


Poul Schultzer. 


(Aus dem Versuchslaboratorium des Finsen-Instituts zu Kopenhagen.) 


(Eingegangen am 8. Juni 1929.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


Seit 1921, als amerikanische Forscher zuerst nachwiesen, daB 
ultraviolette Strahlen imstande waren, die Entstehung experimenteller 
Rattenrachitis zu verhindern, sind eine grobe Menge von Arbeiten 
herausgekommen, die den Nachweis bezwecken, daB diese Strahlen 
eine definitiv heilende Wirkung auf diesem Gebiet haben. Ein Glied 
in der Kette dieser Arbeiten sind des Verfassers (1) Untersuchungen 
iiber den Einflu8 des Lichtes auf den Phosphor- und Calciumstoffwechsel 
bei rachitischen Rattenjungen. Es ging aus ihnen hervor, da das 
ultraviolette Licht durch eine vermehrte Resorption die Retention 
sowohl von Phosphor als auch von Kalk zu erhéhen vermag. Diese 
Versuche waren von relativ kurzer Dauer, da sich die Stoffwechsel- 
perioden iiber im ganzen 20 Tage erstreckten, wenn dieser Zeitraum 
fiir so schnell wachsende Tiere wie Rattenjunge auch lang genug ist. 

In den fritheren Versuchen [McCollum und seine Mitarbeiter (2)] 
war gezeigt worden, daB 62 Tage lang durchgefiihrte Lichtbehandlung 
imstande ist, experimenteller Rattenrachitis vorzubeugen. Jedoch kénnen 
diese bahnbrechenden Versuche nicht den Forderungen geniigen, die man 
jetzt stellen wiirde. Die Frage ist die: Vermag das Licht wahrend der ganzen 
Versuchsperiode den Tieren die Phosphor- und Kalkretention zu sichern, 
die zu einer ngrmalen chemischen (und histologischen) Knochenstruktur 
notwendig ist ? 

Im folgenden wird tiber einige langdauernde Versuche mit Ultra- 
violettbestrahlung von Rattenjungen bei Wc Collums rachitisbewirkender 
Kost Nr. 3143 berichtet. 


Technik. 


Rattenjunge des gleichen Wurfes wurden auf Kost Nr. 3143 ge- 
setzt und zugleich in zwei Gruppen geteilt, von denen die eine sofort 
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mit Versuchsbeginn ultraviolette Lichtbader mit der Quecksilberquarz- 
lampe (Héhensonne, Hanau) tiaglich 10 Minuten bei einem Lampen- 
abstand von 1 m bekam. 

Das Wachstum der Tiere wurde durch wéchentliche Wagung 
kontrolliert. Bei Abschlu8 der Versuchsperiode wurden die Tiere in 
Athernarkose getétet und Herzblut zur Bestimmung des siureléslichen 
Phosphors im Blutserum (Kleinmann) und des Serumkalks (de Waard) 
entnommen. Ferner wurde die linke Tibia herausgelést, von Muskel- 
massen und Periost befreit und sofort gewogen. Dann blieb der Knochen 
zur Trocknung im Trockenofen. bei 60° liegen, bis ein konstantes Gewicht 
erreicht war. Die von mehreren Autoren benutzte Fettextraktion des 
Knochens wurde unterlassen. Wenn so der Wassergehalt des Knochens 
bestimmt war, wurde sein Kalkgehalt nach Veraschung im Quarz- 
tiegel bestimmt, wobei McCruddens Methode in der Shohlschen Modi- 
fikation benutzt wurde. 

Von der anderen Hinterextremitét des Tieres wurde das Knie 
zur histologischen Untersuchung der oberen Epiphysenlinie der Tibia 
herausgeschnitten. 

Experiment 1. Der Versuch umfaBte 6 Rattenjunge, die 43 bis 
59 g das Stiick wogen. Die Kost dieser Tiere vor dem Versuch war 
unbekannt, doch zeigte der Verlauf, daB sie keinen gréBeren Vorrat 
an antirachitischem Faktor besafen. 


Kontrollen. 


Als die nicht-lichtbehandelten Tiere I bis III (die Kontrolltiere) 
10 Wochen lang auf der Rachitiskost gewesen waren, sah man sich 
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Lichtbehandelte Tiere. 
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genétigt, sie zu téten, da sie so schlapp geworden waren, daB man 
ihren Tod befiirchten muBte, wodurch die Serumanalysen unméglich 
geworden waren. Vorher hatten sie sich einige Wochen lang in ihrem 
Benehmen von den Lichttieren VI bis VI sehr verschieden gezeigt. 
Wahrend diese letzteren lebhaft und von normalen Tieren nicht zu unter- 
scheiden waren, waren alle Kontrolltiere sehr matt und bewegten sich nur 
ungern und dann in einer besonderen, ungeschickten Weise, die charak- 
teristisch fiir Rattenjunge ist, die an schwerer Rachitis leiden. 


Pathologisch-anatomische Untersuchung. Bei der Sektion fand man 
denn auch makroskopisch alle Zeichen einer schweren Rachitis. Es bestand 
Deformitét des Thorax, zahlreiche Rippenfrakturen, Schwellung der 
costochondralen Verbindungen; die Epiphysenlinien waren breit, die 
Tibia war in der Sagittalebene gekriimmt, und die Knochen leisteten dem 
Messer geringen Widerstand. 

Histologische Untersuchung. Auch bei dieser wiesen die Tiere alle 
Zeichen schwerer Rachitis auf. Die Knorpelzellzone war breit und un- 
regelmaBig mit abgesprengten Knorpelinseln. Es fanden sich sehr reichliche 
Mengen osteoiden Gewebes und auferdem einige osteoporotische Ver- 
anderungen. 


Chemische Untersuchung. Bei ihr erhielt man in gleicher Weise 
den Eindruck sehr schwerer Veranderungen. 


Tabelle I. 
Kontrolltiere. 10 Wochen auf Mc Collumkost. 








Gewicht der Tibia in g Ca in Tibia | Serum 








| join | %o in ge|| pp ~ 
frisch ges 0/9 H, 0 | g frischem trocknetem || ve 
trocknet Knochen | Knochen | (mg+9/) | (mge®/o) 


I 
I | 0,2115 | 01060, 50 | 0,0118 | 56 | 11,1 1,4 11,4 


II | 0,2203 | 0,1050 52 eee 5,5 11,6 24° 12,4 


Tl | 0,2451 | 0,1130 54 =|, :0,0130 53 | 11,5 2,5 11,4 

Tabelle I zeigt zunachst, daB die Knochen der Tiere mehr Wasser 
enthielten, als ihrem Alter entspricht. Normalerweise wiirde man 
40 bis 45 °%, zu finden erwarten. Ferner findet sich eine sehr betracht- 
liche Reduktion des Kalkgehalts der Knochen bei diesen Ratten. Die 
gefundenen 5 bis 6 °/, Ca im frischen Knochen reprisentieren nur ungefahr 
die Halfte des Normalen. Von den Serumanalysen soll nur bemerkt 
werden, daB der saurelésliche Phosphor einen so niedrigen Wert hat, 
wie man ihn nur bei schwerer experimenteller Rachitis beobachtet 
hat, und sogar nur, wenn die Vorkost der Tiere knapp an antirachitischem 
Faktor war. Der Serumkalk war normal. 
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Lichtbehandelte Tiere. 


Die lichtbehandelten Tiere, die, wie erwahnt, lebhaft und wahrend 
des ganzen Versuchs natiirlich waren, lie} man 6 Wochen langer als die 
Kontrolltiere leben. Wie man aus den Gewichtskurven aller sechs Tiere 
(Abb. 1) sieht, verlief ihr Wachstum auch normaler als das der Kontroll- 
tiere. Zwei Kontrolltiere (Nr. II und IIT) hérten nach 7 Wochen zu 
wachsen auf und nahmen sogar in der letzten (zehnten) Woche an Gewicht 
ab. Nur ein Kontrolltier (Nr. I) fuhr zu wachsen fort. Allerdings lag 
das Anfangsgewicht fiir Nr. V und VI etwas héher als bei den Kontroll- 
tieren, aber dieser Einwand gilt nicht fiir Nr. IV, dessen Anfangs- 
gewicht dem der drei Kontrolltiere entsprach. Um sich vorsichtig 
auszudriicken, kann man jedenfalls sagen, da die Lichtbehandlung 
nicht Ursache eines schlechteren Wachstums war. 

Pathologisch-anatomische Untersuchung. Makroskopisch fanden sich 


normale Verhialtnisse. Es bestanden keine Deformititen, die Epiphysen- 
linien waren schmal und die Knochen hart. 


Histologische Untersuchung. Keines der Tiere wies Zeichen von Rachitis 
auf. Die Knorpelzellzone war schmal und regelmaBig mit Kalkablagerung. 
Es war kein osteoides Gewebe vorhanden, dagegen etwas Osteoporose, 
d.h. vereinzelte Trabekeln im Markraum. Die Corticalis war breit und 
verkalkt. 


Chemische Untersuchung. Die Resultate finden sich auf Tabelle IT, 
die jedoch mit Tabelle I nicht direkt verglichen werden kann, da sich 
die Zusammensetzung der Rattenknochen mit dem Alter andert. 











Tabelle II. 
Lichtbehandelte Tiere. 16 Wochen auf Mc Collumkost. 
Gewicht der Tibia in g | Ca in Tibia Serum 
Ratte | 9 in 9 in ge | 
: ge- 0 | 0 ‘0 9 P Ca 
ne, | fib | eoctnet | “HeH2O] | flethom lezcknstien) agei,) | (mg) 


ne esos iT i] 
IV | 0,2685 0.1776) 82 | 00341 129 | 19,2 | verges 12,2 
VY | 0,2997 0.2218 26 | 00477 159 a5 | — 13,2 
VI | 0.2448 0.1798 27 | 00343 140 6: i — 12,2 


Je alter das Tier wird, desto weniger Wasser und desto weniger 
Kalk enthalt es allmahlich. Normale Rattenjunge von entsprechendem 
Alter enthalten nach Korenchevsky 38°%, H,O und 14.2%, Ca. Das 
will also besagen, dab, wahrend die Kontrolltiere betrachtlich unter 
dem Korenchevskyschen Standard (3) lagen, die lichtbehandelten 
Tiere eher dariiber lagen, da sie weniger Wasser und ungefihr die 
gleichen Mengen Kalk enthielten. Nun ist es jedoch méglich, daB die 
hier fiir den Wassergehalt gefundenen Zahlen etwas zu niedrig sind, 
da die angewandte Methodik eine andere als die Korenchevskys war, 





ei 


li 
n 
ti 


Es 
ha 








rend 
s die 
Tiere 
roll- 
n Zu 
richt 
s lag 
roll- 
ings- 
+htig 
lung 


sich 
ysen- 


hitis 
ung. 
rose, 

und 


» IT, 
sich 








Substituierende Eigenschaften langdauernder Ultraviolettbestrahlung. 449 


ein Einwand, der fiir die Kalkbestimmung keine Rolle spielt. Man 
kann in allen Fallen aus dem Vergleich den Schlu8B ziehen, daB die 
lichtbehandelten Tiere Knochen haben, die in chemischer Hinsicht 
normal oder fast normal sind, wahrend die Knochen der Kontroll- 
tiere zu wasserhaltig und besonders kalkarm waren. 

Experiment 2. Der zweite Versuch wurde an zehn Rattenjungen 
(Nr. VII bis XVI) vom selben Wurf angestellt, die bei Versuchsbeginn 34 
bis 40 g das Stiick wogen. Die Vorkost war die gewéhnlich im Finsen- 
institut verwendete. 

Kontrolltiere. 

Die Kontrolltiere (Nr. VII bis X) waren im ganzen 11 Wochen auf 
Mc Collumkost. Nach Ablauf dieser Zeit waren die Tiere wie bei dem 
vorigen Versuch weniger lebhaft als die Lichttiere, aber der Unter- 
schied war doch weniger auffallig. Daf man gleichwohl die Tiere zu 
diesem Zeitpunkt zu téten sich entschloB, lag daran, daB die Sommer- 
ferien vor der Tiir standen und man nicht riskieren durfte, daB die 
Tiere wihrend der Ferien starben. 








18N 
wy 




















¥ r 2 6 Wochen  @ 


Abb. 2. 
Lichtbehandelte Tiere. 





--- Kontrolltiere. 


Pathologisch-anatomische Untersuchung. Die makroskopischen Ver- 
anderungen waren bei allen Tieren auch nicht so schwer wie im Experiment 1. 
Es bestand jedoch bei allen Tieren eine ausgesprochene Rachitis. Alle 
hatten Rippenfrakturen und verdickte costochondrale Verbindungen. 
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Die Knochen waren weich zu schneiden, wihrend die Epiphysenlinien 
kaum so breit wie die .der Kontrolltiere im Experiment 1 waren, aus- 
genommen bei Ratte Nr. X, die eine sehr breite Epiphysenlinie hatte. 

Histologische Untersuchung. Mikroskopisch fand sich auch eine recht 
ausgesprochene Rachitis. Es bestand Proliferation der Knorpelzellzone, 
und es fand sich reichlich osteoides Gewebe sowie etwas Osteoporose. Im 
ganzen jedoch kaum so schwere Veraénderungen wie bei den Kontrolltieren 
in Experiment 1. 


Chemische Untersuchung. In chemischer Hinsicht waren die Ver- 
ainderungen auch nicht so groB wie in Experiment 1. 


Tabelle III. 
Kontrolltiere. 11 Wochen auf Me Collumkost. 











Gewicht der Tibia in g Ca in Tibia Pe: Serum 
Ratte ; gee P %9 in Of in ger s 
Nr, | SMP | trocknet | loa] 8) Suen | "Knockes || (meso) | (onge®/o) 
vit | 02476 | 0.1865 | 45 | 00224 91 | 155 | 59 | 128 
VIII | 0,2171 | 0,1200 | 45 | 0,0184 8.5 15,3 5,1 12,0 
IX | 0.2100 0.1095 | 48 | 0,0163 7,8 14,9 5,4 12,1 
X 0.2008 0.0941 | 53 | 00114 5&7 | 121 51 12.6 


Der Wassergehalt der Knochen war nicht so groB, und der Kalk- 
gehalt war gréBer. Doch gilt das nicht fiir Ratte Nr. X, die auch bei 
der Sektion die schwerste Rachitis aufwies. 


Ein Vergleich der Werte fiir den saureléslichen Phosphor im Serum 
bei den zwei Gruppen der Kontrolltiere ergibt einen sehr groBen Unter- 
schied, da die letztere Gruppe iiber doppelt so viel wie die erste enthalt, 
ein Verhalten, das nach den Untersuchungen unseres Laboratoriums 
mit der Art der Vorkost im Zusammenhang steht. Der Serumkalk 
war normal. 

Lichtbehandelte Tiere. 

Beim Abschlu8B des Kontrollversuchs wurden gleichzeitig zwei 
Lichttiere (Nr. XI und XII) getétet. Diese beiden Tiere kénnen natiirlich 
in all und jedem mit den Kontrolitieren verglichen werden, da der 
einzige Punkt, worin sie von diesen abweichen, die Lichtbehandlung 
ist, die, ebenso wie in dem vorigen Versuch, es bewirkte, daB sie ihre 
natiirliche Lebhaftigkeit zu einer Zeit behielten, wo die Kontrolltiere 
sich mit ziemlicher Beschwerde fortbewegten. 

Pathologisch-anatomische Untersuchung. Bei der Sektion fanden sich 


keine makroskopischen Zeichen von Rachitis. Die Knochen waren hart 
und es fiel die dicke Corticalis auf. 


Histologische Untersuchung. Wie bei den lichtbehandelten Ratten in 
Experiment 1 fanden sich keine Zeichen von Rachitis. Doch fand sich 
ebenso wie bei diesem etwas Osteoporose, aber breite Coriticalis. 
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Chemische Untersuchung. Aus Tabelle IV ersieht man, wie die 
Knochen in chemischer Hinsicht -weit besser als die der Kontrolltiere 
waren, und wie die Zahlen eher normale waren. 














Tabelle IV. 
Lichtbehandelte Tiere. 11 Wochen auf Mc Collumkost. 

Sia ie Gewicht der Tibia in g Ca in Tibia Serum 
Rette ge a %/9 in lo in gee P Ca 
oe frisch ext |. ie | %oH,O| g frischem enn (ge) (mg-"/o) 
XI | 


Xi, 02294 01510) 84 = 00802 | 13,1 20,0 7,7 | 125 
XII | 99508 | 01626) 385 | 0,0316| 126 194 | 94 | 181 


Es verbleiben von den Versuchstieren dieses Versuchs noch die 
Ratten Nr. XIII bis XVI, die weitere 12 Wochen unter denselben 
Bedingungen wie Nr. XI und XII blieben. 

Pathologisch-anatomische Untersuchung. Wie bei Ratten Nr. XI und XIT 
ergab die Sektion keine makroskopischen Anzeichen von Rachitis. 


Histologische Untersuchung. Auch diese Tiere zeigten keine Anzeichen 
von Rachitis. Die Knorpelzellzone war schmal und regelméBig. Die 
Corticalis war sehr massig und verkalkt. Dagegen bestand etwas Osteo- 
porose, indem der Markraum nur spiarliche Trabekeln enthielt. 

Chemische Untersuchung. Der Kalk- und Wassergehalt der Knochen 
dieser Tiere war auch fast normal (Tabelle V). 


Tabelle V. 
Lichtbehandelte Tiere. 23 Wochen auf Mc Collumkost. 




















| Gewicht der Tibia in g Cai in . Tibia | Serum 
i} i| 
Ratte || pes 0/9 in Oo im gee || p Cs 
frisch s 99H, O | g frischem |trocknetem || 
Nr. trocknet Rio _Knochen Ke ochen | male ) on *le) 





xl | 0,8558 0,2588 | 97 0,0490 138 | 189 76 13,1 
XIV | 03319 | 0,2449 26 0,0482 14.5 19,7 7,4 13,9 
XV | 0,3500 0,2574 | 26 0,0490 | 14.0 19,0 77 | 119 
XVI | 0.3300 | 0.2409 | 97 0,0430 | 13,0 17,3 8,5 12,7 


, 


’ 


Der saurelésliche Phosphor im Serum hatte die gleiche GréBen- 
ordnung wie bei den Ratten Nr. XI und XII. 


Diskussion. 


Es geht aus den beiden Versuchen hervor, daf das ultraviolette 
Lichtbad die Entstehung experimenteller Rachitis bei Rattenjungen 
hindert, die sehr lange — langstens 5 Monate — auf Mc Collums 
rachitisbewirkender Kost Nr. 3143 gehalten worden waren. Aus den 
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Versuchsresultaten selbst sieht man jedoch ohne weiteres, daB die 
Ursache nicht regressive Veranderungen sein kénnen, die mit der 
Inanition zu vergleichen waren, wie das von Freundenthal (4) an- 
gencmmen wurde. Die lichtbehandelten Tiere wachsen namlich 
mindestens ebenso schnell wie die Kontrolltiere (Abb. 1 und 2) und 
widen anscheinend diese auch tiberlebt haben, wenn man sie nicht 
aus versuchstechnischen Griinden getétet hatte. Aus den Tabellen 
ersieht man ferner, daB die Kncchen der lichtbehandelten Tiere mehr 
wiegen und mehr Kalk enthalten, absolut und relativ. Am besten 
sind die Tabellen III und IV vergleichbar. Hier handelt es sich um 
Ratten des gleichen Wurfes, die gleich lange auf der rachitisbewirkenden 
Kest gewesen waren. Die Knochen der lichtbehandelten Tiere wiegen 
durchschnittlich etwas mehr als die der Kontrolltiere und enthalten 
75%, mehr Kalk als diese. 

Die andere zu erwahnende Méglichkeit ist die eventuelle Fahigkeit 
des Lichtes zur Mobilisierung des antirachitischen Faktors aus Depots, 
wo er sich sonst in gebundener Form befindet. Diese Méglichkeit 
paBt auch nicht gut mit diesen langdauernden Versuchen zusammen. 
Auf Tabelle V sind vier Rattenjunge angefiihrt, die dank der Licht- 
behandlung imstande waren, eine normale Wachstumsgeschwindigkeit 
und einen fast normalen Kalkgehalt in den Knochen 5 Monate hindurch 
aufrechtzuerhalten. Nach friiheren Untersuchungen sind es nicht 
groBe Depots fettléslicher Faktoren, die bei Rattenjungen aufmagazi- 
niert werden, die nicht eine gréBere Menge hiervon enthaltende Kost 
erhalten haben. Es ist unwahrscheinlich, daB ein solches Depot nicht 
lange vor Abschlu8 der Versuchszeit aufgebraucht sein sollte. Ein 
anderer Gedanke, der auf Grund der Versuche von Hwme (5) und 
Goldblatt und Soames (6) geiuBert wurde, ist der, daB das Licht den 
Organismus dazu bringen kénnte, 6konomischer mit den betreffenden 
Depots umzugehen. In diesen Versuchen handelte es sich um Tiere 
auf A-armer Kost, und die Einwirkung des Lichtes auf das Wachstum 
dieser Tiere hat sicherlich eine ganz andere Ursache, die unten erértert 
werden soll. 

Es bleibt die dritte Méglichkeit tibrig: die Fahigkeit des Lichtes, 
den antirachitischen Faktor, den D-Stoff, zu synthetisieren. Die 
Wirkungsart des Lichtes ist ja schon durch den Nachweis bekannt, 
da8B die antirachitische Wirkung des Lichtes sowohl abhangig davon 
ist, daB die Rattenjungen aktivierte Hautsekrete und anderes in sich 
hineinlecken [Rekling (7)], sowie abhangig von der Resorption akti- 
vierter Stoffe durch die Haut [Hume, Lucas und Smith (8)}. Aus den 
mitgeteilten Versuchen mu8 man daher schlieBen, daB der vom Licht 
synthetisierte D-Stoff dem Rattenorganismus durch Ersetzung eines 
Mangels bei der Kost zugute kommt, so daB die Kalkablagerung in 
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den Knochen geférdert wird. Gleichzeitig wird die Rachitis im Ent- 
stehen gehindert, was man als Folge der vermehrten Kalkablagerung 
ansehen kann. Die histologische Untersuchung ergab jedoch nicht 
ganz normale Verhiltnisse, da die im iibrigen starken Knochen nur 
sparliche Trabekeln enthielten. Dieses Verhalten kénnte vielleicht so 
gedeutet werden, da das Licht nicht imstande war, alle Mangel der 
Kost, vielleicht hier ihren relativ niedrigen A-Stoffgehalt zu kom- 
pensieren. 

Das etwas bessere Wachstum, das die lichtbehandelten Tiere 
besonders im Vergleich zum Wachstum der Kontrolltiere in der letzten 
Zeit vor ihrer Tétung aufwiesen, muB8 sicherlich als eine AuBerung 
der wachstumregulierenden Eigenschaften [Steenbock und Nelson (9)] 
des D-Stoffes (des ultravioletten Lichtes) aufgefaBt werden. Die Wuchs- 
zone des Knochens bekommt keine Gelegenheit, von dem rachitis- 
bewirkenden Regime deformiert zu werden, da das Licht eine Kalk- 
ablagerung in dem sonst proliferierenden Gewebe hervorruft. 


Zusammenfassung. 


1. Ultraviolettbestrahlte Rattenjunge, die bis zu 23 Wochen auf 
Mc Collums rachitisbewirkender Kost Nr. 3143 gehalten sind, ent- 
wickeln keine Rachitis. Ihre Knochen sind hart und stark und ent- 
halten normale Wasser- und Kalkmengen. Histologisch findet sich 
etwas Osteoporose, d.h. ein an Trabekeln armer Markraum. 

2. Dieselben Tiexe weisen im Vergleich zu Kontrolltieren ein etwas 
besseres Wachstum auf. 
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Uber den EinfluS einiger Salze 
auf die Keimung der Samen von Amarantus retroflexus L. 


Von 
B. N. Axentijeff. 


(Aus dem Botanischen Laboratorium der Universitat Odessa.) 


(Eingegangen am 11. Juni 1929.) 


Samen von Amarantus retroflexus L. wachsen bei 15 bis 20°C 
auf mit destilliertem Wasser befeuchtetem Filtrierpapier ziemlich 
schlecht. LaB®t man aber Samen dieser Spezies unter denselben Be- 
dingungen auf mit Knopscher Mischung benetztem Filtrierpapier 
oder einfach in dieser Mischung ohne Filtrierpapier keimen, so nimmt 
deren Prozentsatz betrachtlich zu. 

Aus den Arbeiten einer Reihe von Forschern ist bekannt, daB 
einzelne chemische Stoffe, wie Salze, Siuren, die Keimung der Samen 
einiger Arten stimulieren (1) (2). — 

Es entsteht nun die Frage, ob die einzelnen Komponenten einer 
Salzmischung auf die Keimung denselben Einflu8 ausiiben wie die 
gesamte Mischung. 

Die in der Literatur vorliegenden Tatsachen zeigen, daB die in 
der Knopschen Mischung enthaltenen Salze die Keimung ungleich 
beeinflussen. 


So hemmt z. B. 2%ige Ca(NO,),-Lésung nach F. Boas und F. Merken- 
schlager die Keimung der Samen von Lupinus luteus und Vicia Faba (3); 
nach E. Lehmann stimuliert 0,5%ige Ca(NO,),-Lésung die Keimung der 
Samen von Ranunculus sceleratus (4) (5); nach G. Gassner iibt die Lésung 
der KH, PO,- und Mg8S0O,-Salze keinen Einflu8 auf die Keimung einiger 
Arten aus (6) usw. 


Die zur Klarung besagter Frage angestellten Versuche ergaben 
folgende Resultate. 

Samen von A. retroflexus, gesammelt am 10. August 1924 (Samen 
dieser Ernte kamen auch bei saimtlichen folgenden Versuchen zur 
Verwendung), wurden in kleinen Kristallisatoren in Licht und in 
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Dunkelheit bei 15 bis 20°C ohne Filtrierpapier auf fliissigem Substrat 
— Wasser oder Salzlésung — zum Keimen gebracht. Dieses Verfahren 
zum Keimenlassen gelingt deshalb, weil die Samen dieser Art wahrend 
der ganzen Keimungszeit nicht untersinken, sondern an der Oberflache 
der Fliissigkeit bleiben. 

Die Kristallisatoren mit 2 ccm Fliissigkeit wurden mit Glasplatten 
bedeckt und in groBe feuchte Kammern gebracht. Lésung und Wasser 
wurden tagtiglich im Verlauf des Versuches gewechselt. 

Es waren je zwei Versuche mit 500 Samen jeder Zusammensetzung 
des in dieser Versuchsserie verwendeten Salzgemisches : Ca (N O,), (2,0 g), 
KNO, (0,5 g), MgSO, (0,5 g), KH, PO, (0,5 g), FeCl,-Spuren (1 Liter). 
Ferner kamen Lésungen einzelner Salze und Kombinationen von 
zwei oder drei derselben. 

In der vierten Kolonne der Tabelle I sind die Mittel von Keimungs- 
prozenten in Licht und Dunkelheit gegeben. Die Durchnittsfehler 
wurden nach der Formel 
wie Vp, “lo: Ps‘/o 

n 


™m 


berechnet, wo p, die Zahl der gekeimten Samen ist, p, die der nicht- 
gekeimten und n die gesamte Samenzahl. Die gegebenen Mittel wurden 
als gleich groB angesprechen, wenn deren Differenzen (MM, — M,) 


sich kleiner als 3 . Vm? + mj} erwiesen, wo m, und m, die Durchschnitts- 
fehler von M, und M, sind. ; ; 

Aus Tabelle I ist folgendes ersichtlich: 1. Die Knopsche Mischung 
stimuliert die Samenkeimung. 2. Nahezu bei allen Fallen ist der Prozent- 
satz der auf kombinierten Lésungen in Gegenwart von Ca(NO,), oder 
KNO, gekeimten Samen dem auf der Lésung von simtlichen ange- 
gebenen Salzen gekeimten gleich und 3. unter den Lésungen einzelner 
Salze iibt lediglich Ca(NO,), eine stimulierende Wirkung aus, die der 
von Salzgemischen nahe ist; bei den Lésungen der Salze von MgSO, 
und KH, PO, aber war gar keine und bei K NO, nur eine unbedeutende 
Wirkung wahrnehmbar. 

Somit konnte man zur Keimungsstimulation der Samen von 
A. retroflexus nicht bloB das Gemisch in toto, sondern auch Lésungs- 
kombinationen von zwei Salzen mit gleichem Erfolg verwenden. 


Aus derselben Tabelle geht unter anderem hervor, daB die Keimung 
in Licht und Dunkelheit bei gewissen Kombinationen der Salze sich 
als gleich erweist. 


Aus der Literatur ist bekannt, daB das Keimungsprozent der 
Samen von A. retroflexus in Licht und Dunkelheit bei 22 bis 25°C 
gleich ist (7). 
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Tabelle I. 
nhs esis a TS 
Seneuntection to.3 Liner matinee! tt ~ 
Rise ____ Samenzahl 
Spree ee PRET DRONES EP ee aks all 
OBE NO, + 6s eo Dalittien | 18S Se || 96 4 000 
Mr maT 8. eit cette Dankelheit 60 tor i 5,1 + 0,49 
2g Ca(NOy)y +--+ + =| L} tists | B4# HOT |) 160.2: 0.90 
Ohg MgB, ---++----- {} patients | 7eE oe || 484048 
Oe MeS0,-+24 CuSO = «|p Bit. | 2484181 I o05 2 0m 
oe KHPO,+05¢ KNO,- = {bis , 14 HT 179 + 09 
2g Ca(NOs) + 0,5¢ KNO, --- {| Licht oy fr 07 } 23,2 + 0,94 
Oe MeS0.+056 KUPO, -- || p,bisbt,, | 2898 |) 4s + 04 
eee 

2 ousoyy tose KPO, «=| p Hiei. IME MT | 192.5 09 
ose EHO geo Oe (| Teh |B EU | ma om 
DECeCNODA LOREMEBO OBE |) Lhe B14 182 ono om 
OSE ENO, + 08g MESO + O8e [| Lick 88904 | 195 «07 
OF EN On Bt OPE {| pvcbotheit | 98°7 140 |} 252+ 0.97 
Knop a MOI eae Bae eae Dechaetnsts mar ‘37 | 22,1 + 0,93 
HO dew {] multchtans | $2888 |} 92 + 008 


Folglich reagieren die Samen dieser Spezies unter dem EinfluB 
gewisser Salze auf Licht auch bei 15 bis 20°C neutral. 


In der folgenden Versuchsserie wurde ein Salzgemisch von anderer 
Zusammensetzung verwendet, und zwar: Ca(N Os), (1g), MgSO, (0,25), 
KH, PO, (0,25 g), KCl (0,12 g), 
wurden die Samen sowohl auf vollem Gemisch als auch auf Lésungen 


einzelner Salze. 


jedem Versuch zweimal 400. 


‘eCl,-Spuren. Zur Keimung gebracht - 


Versuchstemperatur 16 bis 17°C. Samenanzahl in 
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Tabelle II. 
Keimprozente nach 9 Tagen. 

: “LBeung: || Hy. dest. “Keo | 1g CatO,y 
TS Seer Cy mE Eee 41+0,70 | 185+ 1,21 12,8 + 1,18 
Se oe a 28,5 + 1,24 42.4 + 1,87 38,6 + 1,72 
Mittelwerte in Licht und 

Dunkelheit ...... 16.3+091 {| 280+ 1,12 25,7 + 1,09 

Lésung: || 0,25 g MgSO, 0,25 g KH, PO, 0,12 g KCI 

aera ubsertieseres! 3,9 + 0,69 34+064 | 381 +062 
Dusiibet 55 281+1,60 | 270+ 1,56 228 +149 
Mittelwerte in Licht und 

Dunkelheit ...... 16,5 + 0,92 15,2 + 0,89 12,95 + 0,83 


Aus vorstehender Tabelle geht hervor, da8 nur bei Verwendung 
des Gemisches in toto und der Ca(NO,),-Lésung die Keimungsprozente 
in gleicher Weise gesteigert sind. Dabei hat sich erwiesen, daB die 
Ca(NO,),.-Lésung ebenso wirkt wie das volle Gemisch. Die anderen 
Salze iibten gar keine Wirkung auf den Prozentsatz der gekeimten 
Samen aus. 

Somit 148t sich das Gemisch der Salze durch die Lésung des Salzes 
Ca(NO,), allein ersetzen. 

Weitere Versuche haben gezeigt, daB Einweichung der Samen 
in Ca (N O,).-Lésung deren Keimung ebenso stimulieren wie das Keimen- 
lassen auf der Lésung dieses Salzes, was aus den folgenden Versuchen 
erhellt. 

Samen von A. retroflexus wurden in 5°%,iger Ca(NO,),-Lésung 
eingeweicht, sodann mit Leitungs- und destilliertem Wasser gewaschen 
und in Kélbchen, Inhalt 50 cem, mit 1 cem destilliertem Wasser im 
Dunkeln zum Keimen gebracht. Das Wasser in den Kélbchen wurde 
taglich gewechselt. 

Tabelle III. 


Samen wurden in 5%oig. | Mit Leitungs> 











Ca(NOs3)o eingeweicht | oC | wasser gewaschen Samenzahl Lg 4 Tagen 
22 Std. 21—22 0 Std. 2 x 450 64,6 + 1,59 
Kontrolle 21—22 xz 2 x 460 45,7 + 1,64 
56 Std. . 21—22 . 2x 175 85,8 + 1,87 
Kontrolle 21—22  iakae 2x 480 | 3893+ 1,57 
24 Std. 22—24 65 , 2 x 200 84,8 + 1,79 
Kontrolle 22—24 65 , 2 x 200 76,2 + 2,18 


Aus der Tabelle ist ersichtlich, daB die mit Ca(NO,), behandelten 
Samen besser als die Kontrolle keimen. 

Worin besteht die stimulierende Wirkung der Lésung des Ca(N O,),- 
Salzes auf die Samen von A. retroflexus? Vom Verfasser wurde fest- 
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gestellt, da die Ursache der schwachen Samenkeimung bei A. retro- 
flexus im Sauerstoffmangel liege, was durch die geringe Permeabilitat 
der Samenhiillen gegeniiber diesem Gase bedingt wird. 


Steigt nicht in gegebenem Falle die Permeabilitat der Samenhiillen 
gegeniiber dem Sauerstoff unter dem Einflu8 von Ca(NO,),? Besteht 
vielleicht eben darin die stimulierende Wirkung der Ca(N O,),-Lésung ? 


Zur Klarung dieses Umstandes wurden folgende Versuche an- 
gestellt : 


1. Es wurden Samen in kleinen Kolben mit Salzlésungen in einem 
Gasmedium mit erhéhtem Sauerstoffgehalt zum Keimen gebracht. 
In Kolben, Inhalt 50 ccm, wurde je 1 cem Lésung oder Wasser getan. 
Das Keimenlassen geschah bei 19 bis 20°C im Gasgemisch 46,5 °% N 
4+- 53,5°% O. Angesetzt wurden je zwei Versuche mit 300 Samen, 
im Kontrollversuch einmal 1000 Samen. 

















Tabelle IV. 
oped oo “aaa hails & Ceigen 
TENS ae 45,7 + 2,08 
GN Maw... 49.9 + 2.04 
0,2%ige Ca(NOs), ... . | 52,5 + 2,04 
Kontrolle (Luft) ..... 87,8 + 1,53 


Aus der Tabelle ist ersichtlich, daB die Samen auf saimtlichen 
drei Substraten gleiche Keimung ergaben. 


2. Samen von A. retroflexus wurden 22 Stunden lang in 5°, iger 
Ca (NO,),-Lésuag eingeweicht, 9 Stunden in Leitungs- und destilliertem 
Wasser gewaschen, 18 Stunden getrocknet und in Kolben mit destil- 
liertem Wasser in einem Gemisch mit erhéhtem oder herabgesetztem 
Sauerstoffgehalt zum Keimen gebracht. Es war zu erwarten, dab 
bei den mit Ca(NO,).-Lésung vorbehandelten Samen die Keimprozente 
héher sein werden als bei den nicht vorbehandelten, unter der Voraus- 
setzung, daB die Ca(NO,),-Lésung die Permeabilitatseigenschaften 
der Samenschalen gegeniiber Sauerstoff verandert habe. 

















Tabelle V. 
Gasgemisch Sense wanfan cingwweicht | Samenzahl | Keimprozente 
38% N+62% 0 5%iger Ca(NO;). | 2x 300 72,0 + 1,83 
Dasselbe H, 0 dest. | 2x 300 74,3 + 1,78 
96,3% N+3,7%0 5%iger Ca(NOs). | 2x 200 0 
Dasselbe | H, O dest. 2x 800 0 
Kontrolle (Luft) Dasselbe 2 x 800 89,8 + 1,99 
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Aus der Tabelle V ist ersichtlich, daB die Keimungsfihigkeit 
der vorbehandelten und nicht vorbehandelten Samen gleich ist. 

Aus diesen Versuchen erhellt, daB der stimulierende EinfluB 
des Ca(NQO,). von der Wirkung dieses Salzes auf die inneren Teile 
des Samens und nicht auf dessen Schalen abhangig ist. 

Wovon hangt die Wirkung des Ca(NO,), ab? Zuniachst ist an- 
zunehmen, da Ca(NQO,), das Plasma der Keimzellen beeinfluBbt, 
dessen kolloidalen Zustand veriandernd (10) (11). 

Erleidet dieser Zustand eine Verainderung unter dem EinfluB 
des Ca(NO,),? Verandert sich dabei Permeabilitét des Plasmas ? 

Diese Permeabilititsverinderung kann ja das Wachstum des 
Keimes und folglich auch die Keimung stimulieren. So wird nach 
G. A. Borowikow das Zellenwaschtum von Stoffen, die die Plasma- 
permeabilitat steigern, stimuliert und von solchen, die dieselbe herab- 
setzten, gehemmt (8). 

Ahnlicher Ansicht ist auch N.Cholodny (9). 

Es verringern zwar nach den Angaben des ersteren Autors gewisse 
Ca-Salze, z. B. CaCl,, die Permeabilitét des Plasmas (8), jedoch kann 
die Verainderung der Permeabilitéat auch vom Anion — in unserem 
Falle von NO, — abhangen (11). Klebs nimmt ebenfalls an, daB Nah- 
rungssalze das Wachstum stimulieren (12). H. Kaho meint, daB die 
Nitrate — als Kolloidquellung férdernde Stoffe — die Permeabilitit 
des Plasmas steigern (11). Derselbe Autor behauptet, daB Salpeter, 
die Permeabilitét des Plasmas steigernd, den Stoffwechsel tiberhaupt 
stimulieren kénne (11). 

Andererseits wird die Wachstumshemmung unter dem Einflu8 
von Salzen durch deren Wirkung auf die Hydratation der Kolloide 
bedingt (11). 

Unter anderem zeigten Keimungsversuche mit Samen von A. retro- 
flexus auf KNO,-, Ca(NO,),-Lésungen und auf Knopscher Mischung 
stirkerer Konzentration als bei den vorhergehenden Versuchen, daB 
KNO,-Lésungen die Keimung ebenfalls stimulieren. 

Bei diesen Versuchen wurden die Samen bei 20 bis 13° C zum Keimen 
gebracht. Angestellt wurde je ein Versuch von 400 Samen. 

Besteht der Einflu8 von Ca(NO,), auf die Keimung der Samen 
von A. retroflexus wirklich in der Veranderung der Plasmapermea- 
bilitat, so werden die mit Salz behandelten Samen natiirlich in anderer 
Weise auf die Veranderung auBerer Bedingungen reagieren als nicht 
behandelte. Was fiir eine Wirkung werden z. B. giftige Stoffe auf die 
Keimfahigkeit von mit Ca(NO,),-Lésung behandelter Samen aus- 
iiben? Es ist ja bekannt, daB die Giftigkeit von Phenol, Alkohol, 
Azeton und anderen Stoffen unter dem EinfluB neutraler Salze zu- 
nimmt (10). 
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Tabelle VI. 
Keimprozente nach 15 Tagen 
Lésung 
Licht Dunkelheit 
0, 0859 igo MUS scr tele 21,2 + 2,04 47,3 + 2,26 
i i km ey a) Be &. 15,0 + 1,79 40,7 + 2,45 
0'38Seae0 Ca(N es oo eee oe 26,5 + 2, 91 56,0 + 2,48 
ee... Bap RRS* eS Hb Siete pans one 9,2 + 1,45 36,0 + 2,40 
0,35%ige KN "0s REPRISE LF se OR 29,0 + 2,27 59,7 + 2,47 
1,0% ige SS GALE ae Seon oe ee 12.0 + 1, "62 37,0 + 2,41 
ee kek eb ee 4,7 + 1,05 11,7 +- 1,61 


Zur Klarung dieser Frage wurden folgende Versuche mit Einwirkung 
von Ather auf vorher in Ca(N0O,),-Lésung eingeweichte Samen an- 
gestellt. 


Weiter oben wurde festgestellt, daB die Einweichung der Samen 
5% iger Ca(NO,),-Lésung die Keimung ebenso stimuliert, wie in 
dem Falle, wenn die Samen auf der 0,2 %igen Ca(NO,),-Lésung zum 
Keimen gebracht werden. Bei den Versuchen mit der Einwirkung 
von Ather wurden die Samen in 5 %,iger Ca(NO,),-Lésung 24 Stunden 
hindurch eingeweicht, 6,5 Stunden gewaschen, 18 Stunden getrocknet 
und sodann mit Ather im Dunkeln behandelt. Zu letzterem Zwecke 
brachten wir die Samen in kleine Kolben mit Ather, der nach kiirzerer 
oder Jaingerer Zeit abgegossen wurde, worauf die Samen zum Trocknen 
auf 2 Stunden auf Filtrierpapier kamen. Die Keimung der mit Ather 
vergifteten Samen geschah in Kolben mit Wasser bei 22 bis 24°C im 
Dunkeln. Es wurden je zwei Versuche mit 300 Samen angestellt. 

















Tabelle VII. 
Aareitome | Semeceete, | Ketmeereste sek 

o sa. { Destilliertem H,O | 80,8 + 1,62 
" 5%iger Ca(N Os) 80,1 + 1,63 
1 Destilliertem H,O | 49,0+ 2,04 
” 5%iger Ca(N Oz). 46,5 + 2,04 
9 { Destilliertem H,O | 30,3 + 1,88 
” | 5%iger Ca(NOs)y | 35,1 + 1,95 
45 { Destilliertem H,O | 10,5 + 1,25 
vitiities \| 5%iger Ca(NOs), | 20,7 + 1,75 

6 { Destilliertem H,O | 4,1 + 0,81 

» || B%iger Ca(NOs). | 18,3 + 1,39 


Die Tabelle VII zeigt, daB mit Ca(NO,),-Lésung vorbehandelte 
Samen widerstandsfahiger gegen Atherwirkung sind als nicht vor- 
behandelte. 
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Es ist ferner von Interesse, daB die Keimprozente der in Wasser 
und in Ca(NO,),-Lésung eingeweichten Samen im Kontrollversuch 
gleich sind (0 Stunde). Daraus kann man ersehen, da Ca(NO,), 
keine Wirkung auf die Samen ausgeiibt hat. Es zeigen aber die 
Versuche mit Atherwirkung, da% unter dem Einflu8 dieses Salzes 
in den Samen gewisse Verinderungen stattfinden, infolge deren die 
Samen widerstandsfahiger gegen die giftige Wirkung des Athers werden. 
Folglich kann die Keimfahigkeit nicht immer das Kriterium abgeben 
zur Beurteilung der Beeinflussung der Samen durch irgend einen 
chemischen Stoff. 


Beachtung verdienen auch folgende Versuche, die zeigen, dab 
die Einweichung der Samen in Lésungen gewisser Salze zu in den Samen 
verborgen bleibenden Veranderungen fiihren kénnen, die die Keimung 
nicht beeinflussen, jedcch die Lebensprozesse aktivieren. Samen von 
Rumex acetosum L. wurden in 0,2 mol. Salzlésungen 47 Stunden 
lang bei 12 bis 13° C eingeweicht, dreimal mit Leitungswasser gewaschen, 
bei derselben Temperatur an freier Luft 14 Tage lang getrocknet, 
sodann der Wirkung von Ather und Chloroform ausgesetzt. Nach 
97stiindigen Trocknen ebenfalls an freier Luft wurden die Samen 
im Dunkeln auf Filtrierpapier bei 8 bis 18°C zur Keimung gebracht. 
Ausgesat wurden je 500 Samen. Die Versuchsergebnisse sind in Tab. VIII 
zusammengefaBt, wo die Prozente der nach 11 Tagen gekeimten Samen 
angegeben sind. 

Tabelle VIII. 











| Samen wurden 48 Std. lang der Wirkung|| 
1 ausgesetzt } 





Salzlosung ON Kontrolle 
| von Ather von Chloroform 
NaNO, oe are eS AR l 40,1 + 2,19 89,4 + 2,18 29,2 + 2,00 
NE oa al we aan | 40,0 + 2,19 88,2 + 2,17 32,8 + 2,09 
MG a's. a ee eee 40,1 + 2,19 42.0 + 2,21 29,4 + 2,03 
MR a 53) wes 39,4 + 2,18 44,0 + 2,22 29,8 + 2.04 
Destilliertes HO .... | 82,8 + 2,09 32,4 + 2,09 29,4 + 2,03 


Aus vorstehender Tabelle ist ersichtlich, daB die Einweichung 
der Samen in Salzlésungen deren Keimfahigkeit nicht beeinfluBte, 
wohl aber deren Verhalten gegeniiber der Chloroform- und Atherwirkung. 
Letztere stimulierten die Keimung. Es ergab sich folglich ein summa- 
risches Resultat der latenten Salz- und der aktiven Ather- und Chloro- 
formwirkung. 


Bei einer anderen Versuchsserie wurde der Ather durch dauerndes 
Waschen entfernt. Die Samen wurden 40 Stunden eingeweicht, 7 Stun- 
den in Leitungs- und destilliertem Wasser gespiilt und nachher etwa 
1 Stunde an der Luft getrocknet. Nach 17stiindiger Waschung der 
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mit Ather behandelten Samen lie man diese in Kélbchen keimen. 
Da die Samen in feuchtem Zustande der Wirkung des Athers ausgesetzt 
wurden, so geniigten schon 40 Minuten zur merklichen Wirkung des 


Athers. 


Tabelle IX. 
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Samen wurden eingeweicht in 


Destilliertem H,0O 
5%iger Ca(N Oz). 
Destilliertem H, 0 
5% iger Ca(N Oz) 


Destilliertem H,0O 
5%iger Ca(N Og) 


Aus vorstehender Tabelle ist ersichtlich, da& mit Ca(N O,),-Lésung 
vorbehandelte Samen widerstandsfihiger gegen Atherwirkung sind als 
nicht vorbehandelte. Aus den Versuchen mit Atherwirkung auf die 
Samen erhellt, da die Protoplasmapermeabilitat gegeniiber dem 
Ather sich unter dem Einflu8 von Ca(NO,), verringert. 


Etwas Ahnliches finden wir bei Sziics, der dic Beobachtung machte, 
daB die Permeabilitét der Zellenplasmen von Spirogyra in Gegenwart 
von Al” gegeniiber Chinin und schwefelsaurem Kupfer abnimmt (10). 


Es ist ferner von Interesse, festzustellen, ob Kation oder Anion 
dabei die Hauptrolle spielen. Es iibt naimlich auch K NO, eine stimu- 
lierende Wirkung auf die Keimung der Samen von A. retroflexus aus. 


; Bei den weiteren Versuchen wurden die Samen mit 0,2 mol. Lé- 
sungen der Salze KNO,, NaNO,, NH,NO,, Ca(NO,),, Sr(NO,)o, 
Mg(N0,)., Al, (N O5)3, CaCl,, Ca Br, und CaC, H, 0, innerhalb 45 Stunden 


Atherwirkung 


; Min. 
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Keimprozente 


nach 4 Tagen 
77,0 + 1,72 

81,0 + 1,67 
54,0 + 2,23 
60,9 + 2,08 
40,0 + 2,09 
54,8 + 2,23 
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Tabelle X. 

I Serie I Serie Il 

Samen wurden in 0,2 mol. grag: . 
ee: | | Se at hon 
wpe 2688S | 2x 400 | 6494169! 2x 300 | 63,3+41,97 
I GS. ns 2x 500 | 7644190) 2x 300 | 75,8 +4 1,75 
WOR. as ee 2x 400 | 6574237) 2x 3800 | 698+ 1,87 
ee ee 2x 500 | 5304158) 2x 300 5404208 
OR 5 6S sk 2x 400 | 2554154) 2x 800 | 25,74 2,08 
MG. . cs 2x 400 | 8204165) 2x 125 | 37,04 3,05 
me OES | 2x 500 | 7524136) 2x 125 | 71.7 42,85 
CaBrs ....... || 2x 400 | 1744184) 2x 300 | 21,14 1,66 
oil ES Ot | 2x 400 | 1784184) 2x 225 | 2324 1,72 
ee... s | 2x400 | 904101 2x 100 | 130+ 2,38 
Destilliertes HO... || 2x 500 | 1874123|) 2x 3800 | 1654152 
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bei 25° C im Dunkeln behandelt. Dann wurden die Samen mit destil- 
liertem Wasser gespiilt und 1,5 Stunden nach erfolgter Spiilung der 
Atherwirkung ausgesetzt (Serie I); eine andere Samenportion behan- 
delten wir mit Ather nach vorausgehendem 73stiindigen Trocknen 
an der Luft (Serie II). In beiden Fallen dauerte die Atherwirkung 
auf die Samen 40 Minuten lang. 


Aus vorstehender Tabelle X geht hervor, daB die Schutzwirkung 
der Kationen dieser abnehmenden Reihe folgt: 


NH,>K, Na > Ca > Sr, Mg 


und die der Anione: 
NO, > Cl, Br > Azet. 


In der zweiten Serie nahezu dasselbe: 
Na, K, NH, > Ca > Mg > Sr und NO, > Cl, Br > Azet. 


Wie es scheint, ist die Stimulations- und Schutzwirkung des 
Ca(NO,), auf die Samen von A. retroflexus vornehmlich von der 
Anwesenheit des NO,-Anions abhingig. Dabei iibt auch das Ca” einen 
gewissen Einflu8 aus. 


Bei einer anderen Serie analoger Versuche wurden die mit Salz- 
lésungen vorbehandelten Samen der Wirkung von Carbolsaure aus- 
gesetzt. In diesem Falle geschah die Einweichung der Samen 40 Stunden 
lang in 0,2 mol. Salzlésungen bei 25°C und deren Behandlung mit 
Carbolsiure innerhalb 30 Minuten. Ausgesit wurden zweimal 300 Samen. 











Tabeile XI. 

Semen wenden elaguwelcht Kelaprasente Semen wurden eingeweicht \ Keimprozente 

in 0,2mol. Lésung nach 3 Tagen in 0,2mol. Lésung || mach 3 Tagen 
— ——— — — — a Bee — = = — 
ENN 555i ot ato ae |} 87,0+1,387 | CaBrn....... 7,8 + 1,10 
ey sa a 8614141 | CaCl ....... | 1024 1,28 
NH,NO, Se ae 84,7 + 1,47 CaC,H,0, fim <) eee | 1,5 + 0,50 
GAGee ade. 5. es) 0 5s 50,6 + 2,04 | AlL(NOs), ..... 90,8 + 1,18 
Mg(NO,))..... | 48,94 2,04 | Destilliertes H,O .. | 10,6 + 1,26 
SO. bcc es 47,3 + 2,94 


Aus Tabelle XI ist ersichtlich, daB die Schutzwirkung der Salze 
gegen die giftige Wirkung des Phenols, deren Wirkung gegen Ather 
analog ist. Folglich ist auch hier 


K, Na, NH, > Ca, Mg, Sr und NO, > Cl, Br > Azet., 


d. h. einwertige Kationen iiben stirkere Wirkung aus als zweiwertige 
und NO,-Anion steht an erster Stelle (10). 
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Aus Tabellen X und XI folgt auch, daB die Ca(NO,),-, Sr(NOg)o- 
und Mg(N 0O,),-Salze geringere Wirkung ausiiben als die Salze einwertiger 
Kationen, CaCl, und CaBr, aber gar keine Wirkung ausiiben. 


Spielen hier vielleicht die diese Salze nicht durchlassenden Samen- 
schalen eine Rolle? Von Interesse ist es auch andererseits, ob nicht 
dem NO,-Anion die Hauptrolle ebenso in den Fallen zukommt, wo 
die K-, Na- und NH,-Salze wirksam sind. 


Zunachst hat sich erwiesen, daB bei der Wirkung des Ca(NO,), 
die Samenschalen gar keine Rolle spielen. Das erhellt aus folgenden 
Versuchen. 


Die Samen von A. retroflexus wurden mit grobem Carborund 
in einem Leinwandsackchen zwischen den Handflachen so gerieben, 
daB die Samenschalen stark kratzend wurden und unter dem EinfluB 
der Quellung in zwei Teile rissen, genau um den scharfen Samenrand 
herum, gleichgiiltig, ob dieser oder jener Samen aufkeimte oder nicht. 
Die auf diese Weise operierten Samen wurden 22 Stunden lang in 
5% iger Ca(NO,).-Lésung eingeweicht, gewaschen und in Kélbchen 
bei 20 bis 22°C zum Keimen gestellt. Nachstende Tabelle bringt die 
Versuchsergebnisse. 

Tabelle XII. 





Samen Samenzahl Keimprozente nach 3 Tagen 
Operierte + Ca(NOs)) .. 2.2.4. 2 x 225 66,2 + 2,28 
Intakte + Ca(NOs)g ........ 2 x 450 64,6 + 1,59 
a kg de A. Ca a a ea a ae ea 2 x 200 54,7 + 2,49 
. Mme FO. 8S ce se 2 x 450 45,7 + 1,66 
Kontrolle (nicht eingeweichte Samen) 2 x 480 89,3 + 1,57 


Aus Tabelle XII geht hervor, daB bei geriebenen und mit Ca(NO,), 
behandelten Samen der Prozentsatz der gekeimten dem der geriebenen 
und in Wasser gequollenen Samen gleich ist. 


Folglich halten die Schalen das Durchdringen der Lésung dieses 
Salzes offenbar nicht auf. In vorliegendem Falle war der Prozentsatz 
der Keimung 66,2 + 2,23 nicht der héchste, da intakte 56 Stunden 
lang in 5°,,iger Ca(NO,),-Lésung eingeweichte Samen unter denselben 
Bedingungen 85,8 -- 1,01 Keimungsprozente aufwiesen. 

Zur Klarung der Rolle der Samenschalen bei Fallen mit Sr(NO,),-, 
Mg(NO,).-, Ca(NO,),- und CaBr,-Wirkung und desgleichen der Rolle 
des Anions KNO,, NaNO,, NH,NO, wurden folgende Versuche an- 
gestellt 


Die Samen wurden mit grobem Carborund im Moérser so gerieben, 
daB deren Schalen starke Beschidigung erlitten. Viele bei der Reibung 
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geschidigte Samen selbst wurden fortgenommen. Die keine sicht- 
baren Verletzungen aufweisenden Samen wurden dann 22 Stunden 
lang bei 25°C in 0,2 mol. Salzlésungen im Dunkeln eingeweicht, mit 
destilliertem Wasser gewaschen, der Atherwirkung ausgesetzt und 
nach vorhergehendem Trocknen in Kélbchen bei derselben Temperatur 
zur Keimung gebracht. Es wurden an je zweimal 300 Samen Versuche 
angestellt. 


Tabelle XIII. 





Keimprozente 


- 2 : 
Salsiésung nach 2 Tagen Atherwirkung 





Sr(N Og) 
Mg(NOs)o 


15 Min. 


35 Min. 


29,0 + 1,85 
46,7 + 2,04 


= +1,77° 
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Aus dieser Tabelle ist folgendes zu ersehen. Die Sr(NO,).-, 
Mg(NO,).- und CaCl,-Salze tiben eine ziemlich bedeutende Schutz- 


wirkung aus, jedoch nicht in dem MaBe wie die K-, Na- und NH,- 
Nitrate (s. vorhergehende Versuche). Eine wenn auch nur gerirge 
Schutzwirkung zeigen ferner die CaBr,- und CaCl,-Salze. 


Daraus geht hervor, daB die Samenschale diese Salze in geringem 
Mae zuriickhalten und da folglich das Fehlen der Schutzwirkung 
bei Anwendung dieser Salze nicht von den Samenschalen, sondern 
von den Eigenschaften der Salze abhingig war. 


Da die Chloride von K, Na und NH, keine Schutzwirkung aus- 
tiben, so wird die Wirkung der Nitrate bei den vorhergehenden Ver- 
suchen wahrscheinlich durch das Vorhandensein des NO,-Anions 
bedingt. Aus diesen Versuchen ist noch ersichtlich, daB das Ca” 
ebenfalls eine Rolle bei der Schutzwirkung spielt, da die Chloride von 
Ca > K, Na, NH, sind. 

Mithin geht aus den oben angefiihrten Versuchen hervor, dab 
die Plasmapermeabilitét der Samenzellen (des Keimes) sich unter 
dem EinfluB von Salzen veraindert und da einwertige Kationen 
sowie Al” der Nitrate starkere Schutzwirkung ausiiben als zweiwertige. 
Von einer Spezifitaét der Wirkung des NO,-Anions ist hier nicht zu 
reden, da die Méglichkeit nicht ausgeschlossen ist, daB die Salze der- 
selben Metalle ceteris paribus nur mit anderen Anionen bei einer ge- 
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wissen anderen Kombination von Einweichung und Wirkungsdauer 
der Gifte ein analoges Bild zeigen werden. 


Demnach fallt die Entscheidung der Frage nach der Zunahme 
der Permeabilitat und folglich auch der Hydratation des kolloidalen 
Plasmas negativ aus. Daf die Hydratation der Kolloide der Samen 
von A. retroflexus unter dem Einflu8 besagter Salze nicht zunimmt, 
dafiir sprechen folgende Versuche. 


Die Samen wurden in 0,2 mol. KNO,- und Ca(NO,),-Lésungen 
24 Stunden lang bei 20° C eingeweicht, dann geschah die Bestimmung 
der vom Samen gebundenen Wassermenge mittels Wigung. Es wurden 
je 0,5 g lufttrockner Samen abgewogen. 


Tabelle XIV. 














Samen wurden ein- | Versuch | Wassermenge 
geweicht 24 Std. in ! Nr | g } Fy | M+ m %q 
1 0.1456 | 29,12 
0.2mol. KNO, | 2 1505 | Lan 29,89 40,67 
4 01475 | 29.50 
1 0.1886 | 27,72 
0,2mol. Ca(N0s)o | : eres | 76 27,82 + 1,05 
4 0,1349 26,98 
1 0,1880 | 36,60 
Destilliertem H, 0 . 1764 | seas | 36,28 + 0,34 
4 0.1881 | 3662 | 


Aus dieser Tabelle ist ersichtlich, daB die Lésung der Salze KN O, 
und Ca(NQ,), das Quellen der Samen hemmt. 


Die weiter oben angefiihrten Versuche haben somit gezeigt, daB 
die Lésungen der Salze KNO, und Ca(NO,),: 1. das Wachstum der 
Samen von A. retroflexus stimulieren, wobei sie nicht deren Schalen, 
sondern Innenteile beeinflussen; 2. das Quellen deren Kolloide 
hemmen; 3. Schutzwirkung gegen die Giftigkeit von Ather und Phenol 
ausiiben. Nach dem Grade ihrer Schutzwirkung ordnen sich die Kat- 
und Anionen zu lyotropischen Reihen an. Eine starke Schutzwirkung 
bekundet auch die Al,(NQO,),-Lésung. Die stimulierende Wirkung 
der Salze steht nicht mit der Hydratationszunahme der Kolloide 
und folglich auch nicht mit der Wachstumsstimulation im Zusammen- 
hang. Diese Wirkung der Salze KNO, und Ca(NO,), auf die 
Keimung der Samen von A. retroflexus ist offenbar von irgend- 
welchen anderen Ursachen abhingig. 
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V. Mitteilung: 
Der Einflu8 von Thyroxin, Adrenalin und Insulin 
auf den Sauerstoffverbrauch von iiberlebendem Rattenzwerchfell. 


Von 
G. Paasch und H. Reinwein. 
(Aus der Medizinischen Klinik Wiirzburg.) 
(Eingegangen am 12. Juni 1929.) 


In Weiterfiihrung friiherer Arbeiten (1) haben wir jetzt eingehend 
den EinfluB der bisher am besten bekannten Inkrete auf den Stoff- 
wechsel der Muskulatur untersucht. Wir bedienten uns dabei, wie 
auch friiher, der Warburgschen Methode. Zu Untersuchungen iiber 
den Stoffwechsel der Muskulatur der Warmbliiter ist, wie schon Warburg 
und spaiter Meyerhof ausfiihrten, das Rattenzwerchfell besonders ge- 
eignet, weil dieses, ;vorausgesetzt, daB die Tiere nicht zu groB sind, 
die erforderliche Diinnheit besitzt, damit die Diffusion des Sauerstoffs 
und der Abtransport der Kohlenséure maximal erfolgen kann. AuBerdem 
wird bei Verwendung dieser Muskulatur die praparative Verletzung 
auf ein Minimum beschrankt. 


Aus den Berechnungen von Richet (2) und aus den Untersuchungen 
iiber den Gaswechsel der einzelnen Organe ist ja bekannt, daB schon in 
der Ruhe iiber drei Viertel des Gesamtumsatzes zu Kosten der Muskulatur 
geht, trotz vielfacher Bemiihungen sind wir aber nicht imstande, dariiber 
etwas auszusagen, wie die Organe insbesondere die Muskulatur als Vollzugs- 
organe ansprechen. Die Annahme, da der Ort der Verbrennungsprozesse 
die Zelle selbst ist, wird allgemein akzeptiert. Véllige Unklarheit herrscht 
aber noch dariiber, wie die Intensitaét der Verbrennungen beeinflu8Bt werden 
kann, zumal unsere friiheren Arbeiten (3) zu dem Ergebnis fiihrten, daB 
die Aufnahme des Sauerstoffs durch das tiberlebende Warmbliiterproto- 
plasma im Vergleich zum lebenden Gesamtorganismus eine auffallende 
GleichmaBigkeit zeigte. DaB die Zelltatigkeit in der Muskulatur unter 
dem EinfluB der Nerven gewissermaBen gebremst wird, geht auch aus den 
Arbeiten von Nakamura (4) hervor, der feststellte, daB der nach Nerven- 
durchschneidung degenerierte Muskel einen siebenfach héheren Stoff- 
wechsel besitzt als der unversehrte. Andererseits kann seit den Unter- 
suchungen von Magnus-Levy als feststehend betrachtet werden, daB 
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Injektion oder Verfiitterung von wirksamen Schilddriisensubstanzen zu 
Stoffwechselsteigerungen fiihrt, wie wir sie unter pathologischen Ver- 
haltnissen beim Morbus Basedow finden. 

Adler (5) versuchte den Nachweis zu erbringen, daB diese Wirkung 
der Schilddriisensubstanzen auch noch nach Ausschaltung der zentralen 
Regulation, ja selbst noch nach Aufhebung der peripheren Sympathicus- 
innervation durch Ergotoxin vorhanden sei. Er nahm deshalb von diesem 
Hormon eine periphere Wirkung an. Diese Annahme konnte er weiter 
durch Untersuchungen iiber die Gewebsatmung mit der Dinitrobenzol- 
methode stiitzen. Stets war die Entfairbungszeit nach Zusatz von Schild- 
driisensubstanzen verkiirzt. Zu denselben Ergebnissen kam auch Ahlgren (6) 
mit der Methylenblaumethode. Die Entfarbung fand sich beschleunigt bei 
der Froschmuskulatur, der Meerschweinchenleber, Herz und Linse und 
Muskulatur, d. h. eigentlich bei allen untersuchten Organen. Keinen Einflu8 
sah Ellinger (7) bei der Untersuchung der roten Géanseblutkérperchen 
mittels der Warburgschen Methode. Bei unseren ersten diesbeziiglichen 
Untersuchungen (l.c.) fanden wir, wie aus der summarischen Mitteilung 
von Grafe (8) hervorgeht, keine Erhéhung des Sauerstoffverbrauchs der 
Leberzellen von Meerschweinchen bei Zusatz von Thyroxin Schering. 
Eine sichere Steigerung war bei Verwendung von den damals im Handel 
befindlichen Schilddriisenpraiparaten zu erhalten, es muBte aber die Kon- 
zentration so hoch gewahlt werden, daB die Beeinflussung ebensogut 
durch andere Substanzen, die in den Extraktpriparaten erhalten sind, 
verursacht sein konnte. Bei spéiteren Untersuchungen fanden wir eine 
geringe, aber doch sichere Steigerung des Sauerstoffverbrauchs iiber- 
lebender Leberzellen bei Verwendung des Thyroxins La Roche. Uber diese 
Resultate haben wir eingehend berichtet (l.c.). Zu demselben Ergebnis 
kam auch Dresel (9). Hoden und Leber zeigten in Thyroxin-Ringer|ésung 
eine Oxydationssteigerung zwischen 6 bis 37%. Die Muskulatur wurde 
scheinbar nicht untersucht. Keine Steigerung fanden Anselmino, Eichler 
und Schlossmann (10). Die Beurteilung ihrer Werte ist aber dadurch 
beeintrachtigt, daB sie scheinbar nicht vergleichend den Sauerstoffverbrauch 
derselben Leber mit und ohne Zusatz untersuchten, sondern ihre Ver- 
gleichswerte aus Durchschnittszahlen ableiteten. 


Wie aus der Tabelle I hervorgeht, konnten wir bei der Muskulatur 
(Zwerchfell) durch Zusatz selbst groBer Gaben von Thyroxin keine 
Steigerung der Sauerstoffzehrung erreichen. Das Resultat wurde auch 
nicht dadurch geandert, wenn wir statt der Ringerlésung Phosphat- 
und Normosallésungen mit und ohne Zusatz von Traubenzucker ver- 
wandten. Wie auch Meyerhof (11) fanden wir, daB isotonische Phos- 
phatlésungen etwas héhere Werte als die Ringerlisung betreffs des 
Sauerstoffverbrauchs geben. 

Diese Ergebnisse sprechen demnach gegen die Annahme, dab die 
Stoffwechselsteigerung im Gesamtorganismus durch eine Einwirkung des 
Schilddriisenhormons auf das Erfolgsorgan — die Zelle selbst — zustande 
kommt. Die von uns friiher gefundene Oxydationsbeschleunigung 
der Leberzellen ist viel zu gering, um die Annahme zu rechtfertigen, 
daB die Stoffwechselsteigerung allein durch eine Mehrinanspruchnahme 
der Leber erfolge. Auch die von Dresel gefundene Steigerung der Leber- 
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Tabelle I. 
Wirkung des Thyroxins auf die Sauerstoffzehrung des Rattenzwerchfells. 
Konzentration Seusistelivesbonash, berechnet auf 1 mg 
Suspensionsflissigkeit Aes Tyrosins in . Trockensubstanz und | Stunde 
Welles SSE Tae ee & & Eee i ohne Zusatz mit Zusatz 
| 0,5. 10-7 7,0 635 7,6 68 8,7 7,38 

, : 0,5. 1077 7,0 6,4 66 63 
Ringerlésung - - | 05. 10-8 74 66 62 59 
0,5. 10-5 7,1 6,8 6,3 6,0 
| 0,5.10-8 69 7,7 7,2 7,0 
| 0,5.10-7 7,4 7,2 66 6,5 
Ringerlésung 0,5 .10-4 100 6 63 — 
+ Traubenzucker 0,5. 10-8 7,8 6,6 65 69 
0,5. 10% 7,0 7,2 64 6,5 
0,5.1071 7,0 51 4,7 
, 05.10% | 85 87 90 80 
lemneatnain Shee 05.107 || 118 120 11,1 10,9 
poativeung 05.1077 || 105 98 90 87 
+ Traubensucker 05.10 || 95 — 76 68 


und Hodenatmung wiirde nicht ausreichen. Aus den Arbeiten von 
Rohrer, der das Kroghsche Mikrorespirometer verwandte, und aus denen 
von Dresel und Anselmino, Eichler und Schlossmann, die sich der 
Warburgschen Methode bedienten, geht aber andererseits iiberein- 
stimmend hervor, da die Gewebsatmung nach vorhergehender Ver- 
fijtterung oder Injektion von Schilddriisensubstanz gesteigert ist. 


Dresel kommt in seinem Beitrag zum Basedowproblem zwar ebenfalls 
zu der Annahme, da8 die enorme stoffwechselsteigernde Wirkung des 
Thyroxins nicht auf den direkten Einflu8 des Hormons auf irgendwelches 
Gewebe zuriickgefiihrt werden kann, allerdings lehnt er auch die Ansicht 
von Hafner ab, daB die Steigerung der Oxydation als eine primiare Ver- 
mehrung der anaeroben Umsetzungen angesehen werden mu8, da er bei 
seinen Untersuchungen iiber den anaeroben Umsatz in der Leber eine 
Steigerung nicht beobachten konnte. Nach Dresels Ausfiihrungen soll aber 
unter der Einwirkung des Thyroxins vor allem in der Leber ein Eiweib- 
zerfall erfolgen. Die entstandenen EiweiBabbauprodukte, vor allem das 
Thyroxin, bewirkten dann die fortdauernde Stoffwechselsteigerung. Diese 
Annahme erscheint einerseits sehr konstruiert, andererseits spricht sie 
auch gegen die Befunde von Meyerhof und Mitarbeiter (l.c.) und die 
Resultate des einen von uns (12), die z. B. von Tyrosin, dessen Wirkung 
Dresel ja vor allem betont, nur eine geringe Steigerung der Oxydationen 
iiberlebender Zellverbinde — und zwar nur der Leberzellen — sahen. 


Wenn man auf Grund aller bisher vorliegenden Beobachtungen 
iiber die Einwirkung des Thyroxins sich eine Vorstellung machen will, 
so erscheint es unseres Erachtens naheliegender, mit Abderhalden 
und Wertheimer (13) anzunehmen, daB das Thyroxin tiber das sym- 
pathische Nervensystem seine Wirkung entfaltet. Diese Autoren 
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konnten naimlich im Gegensatz zu den friiheren Untersuchungen von 
Adler durch entsprechende Gaben von Ergotamin die stoffwechsel- 
steigernde Wirkung des Thyroxins bei Ratten véllig unterdriicken. 
Diese positiven Resultate sind aber héher zu bewerten als die negativen 
von Adler, da die Ausschaltung durch Ergotamin auch betreffs anderer 
Funktionen sehr von der Dosierung abhangt. 


Auch vom Adrenalin wissen wir schon seit der Mitteilung von 
Belawenez im Jahre 1903 und durch die vielen spateren Untersuchungen, 
daB nach Injektion dieser Substanz der Gesamtstoffwechsel erhéht 
wird. Wenn man die einzelnen Versuchsprotokolle durchsieht, kann 
man sich allerdings des Eindrucks nicht erwehren, daB ein Teil dieser 
Steigerung sicherlich durch die allgemeine Unruhe des Versuchsobjektes 
bedingt ist. Trotz alledem mu8 man aber auch vom Adrenalin eine 
,kalorigene Wirkung*‘ annehmen. : 


Der Anstieg des Sauerstoffverbrauchs konnte auch an_ isolierten 
Organen, so vor allem am Herzen, durch Barcroft gezeigt werden. Bootby 
und Sandiford (14) sprechen direkt von einer ,,spezifisch-dynamischen 
Wirkung des Adrenalins“, da der ,,gesamte vitale Tonus‘‘ erhéht sei. Wie 
wir schon friiher ausfiihrten, haben Kramer: und Arminstead vor allem 
der Ansicht widersprochen, daB es sich um eine primaire Stoffwechsel- 
stimulation der Zellen handelte. Auch Hutchinson und Griffith (1. c¢. 1) 
konnten bei Verwendung einer Ringerlésung und Gebrauch der indirekten 
Sauerstoffbestimmungsmethode eine Steigerung des Umsatzes nicht fest- 
stellen. Adler und Lipschitz (1. c. 1) hingegen fanden bei Verwendung der 
Dinitrobenzolmethode an fein verteilter Froschmuskulatur eine deutliche 
Beschleunigung der Entfirbung. Zu denselben Ergebnissen kam auch 
Ahlgren mit dem Methylenblau und bei Anwendung des Mikrorespiro- 
meters. Im letzteren Falle waren die erhaltenen Ausschlige allerdings 
relativ gering. Ahlgren nimmt aber an, daB auch mit dieser Methode 
die Steigerung deutlicher sein diirfte, wenn man eine andere Suspensions- 
fliissigkeit und eine andere Adrenalinkonzentration wahlte. Keine Steigerung 
fanden bei Verwendung der Warburgschen Methode Ellinger (l.c.) an 
roten Génseblutkérperchen und wir am Lebergewebe. Sehr wechselnde 
Resultate erhielten Abderhalden und Gellhorn (15) bei den Untersuchungen 
iiber d- und ]-Adrenalin auf den Sauerstoffverbrauch fein verteilter Musku- 
latur. Die in Ringerlésung meist vermiBte Steigerung fiihren sie darauf 
zuriick, daB das Adrenalin nicht in das Muskelgewebe eintreten kénne. 
Sobald durch Rohrzuckerzusatz die Permeabilitét erhéht wurde, waren 
namlich positive Resultate zu erhalten. Auch hier verwandten wir feine 
Schnitte aus dem Rattenzwerchfell. Trotzdem wir die Adrenalinkonzen- 
tration, das py wechselten und die verschiedensten Suspensionsfliissigkeiten 
verwandten, konnten wir genau so wenig wie an Leberzellen eine sichere 
Vermehrung des Sauerstoffverbrauchs nachweisen. Einen Auszug unserer 
Versuchsergebnisse ergibt Tabelle IT. 

Ob auch in diesem Falle durch Verainderung der Permeabilitat eine 
Steigerung des Sauerstoffverbrauchs zu erhalten ist, kénnen wir nicht 
angeben, da Zusatz einer Rohrzuckerlésung fiir die uns interessierende 
Frage nicht physiologisch erschien. Sollte auch im Gesamtorganismus 
das Adrenalin erst auf die Zellen nach Veranderung der Permeabilitat 





SOE WEFT A Sty 


472 G. Paasch u. H. Reinwein: 


Tabelle II. 
Wirkung des Adrenalins auf die Sauerstoffzehrung des Rattenzwerchfells. 














K re “Sauerstoffverbrauch, berechnet 
onzentration des | auf 1 mg Trockensubstanz und 











Suspensionsflissigkeit Adrenalios 1 Stunde 

ee jl —s ohne Zusatz mit Zusatz 
Ringerlésung mit Traubenzucker . 0,5. 10-8 54 5,7 6,0 5,2 
” ” » (pu7,0) 0,5.1077 7,2 6,3 7,6 6,0 

a » (px6,8) 0,5. 10-6 5,7 5,4 5,8 6,0 

” ” ” (pa 6,8) 0,5 .10-7 6,1 4,0 5,3 6,0 

‘ a »  pu7,0 0,5. 10-8 6,1 6,4 6,2 5,9 

‘ Mf » px66 0,5. 10-8 54 5,9 48 5,0 

‘ ‘6 » pu7,0 0,5.10°8 6,5 6,5 53 3,1 
Phosphatlsg. + Traubenz. (px 7,9) 0,5. 1075 5,7 6,3 6,9 6,6 
- + “ pu (6,8) 0,5. 10-5 6,7 6,9 5,9 6,0 

- + * By se 0,5.10-8 8,3 7,7 7,9 883 

‘ + . 0,5. 10-4 57 — ; 49 38,2 

* + ‘ ern sath 0,5. 10-8 57 — | 389 4,0 

~ + * pu (6,8) 0,5. 10-8 is ae” es 

rn + »  pu(6,8) 0,5. 10-8 73 87 | 74 78 


einwirken kénnen, so ware die Veranderung der Permeabilitaét als das 
primaire anzusehen, die, wie Abderhalden ja zeigte, erst durch besondere 
Eingriffe erzwungen werden kann. Dale (16) wies schon 1905 auf die eigen- 
artigen antagonistischen Verhaltnisse des Mutterkornextrakts zum Adrenalin 
hin. Er kam zu der Ansicht, daB die férdernden Adrenalinwirkungen durch 
Ergotoxin unterdriickt wiirden, alle hemmenden Wirkungen aber erhalten 
blieben, es soll unter dem ErgotoxineinfluB direkt zu einer Adrenalin- 
umkehrung kommen, nachdem bestimmte Nervenfasern ausgeschaltet sind. 
Soweit wir erheben konnten, liegen sichere Untersuchungen dariiber, ob 
auch am Gesamtorganismus die Adrenalinstoffwechselsteigerung durch 
Ergotoxin oder Ergotamin zu unterdriicken ist, nicht vor. Nach dem 
sonstigen gegensinnigen Verhalten dieser beiden Substanzen erscheint es 
aber bis zu einem gewissen Grade mdglich, da8 auch diese ,,férdernde“ 
Wirkung durch Ergotamingaben genau so zu unterdriicken sein diirfte, 
wie dies Wertheimer, wie schon angefiihrt, auch vom Thyroxin nachweisen 
konnte. Mit entsprechenden Untersuchungen sind wir noch beschaftigt, 
da diese Ergebnisse uns fiir die Beurteilung der Frage, ob die priméare 
Wirkung des Adrenalins in der Peripherie, d.h. durch eine Stimulation 
des Zellstoffwechsels erfolgt, sehr wichtig erschien. Nach den bisherigen 
Ergebnissen miissen wir genau so wie vom Tyrosin eine direkte Stimulation 
des Zellstoffwechsel verneinen. 


Wir untersuchten auBerdem noch den Einflu8 des Insulins auf 
den Sauerstoffverbrauch des Zwerchfells. Auch hier vermiBten wir, 
genau so wie an den Leberschnitten jegliche sichere Steigerung. Unsere 
Resultate zeigt Tabelle III. 

Schon 1923 zeigte Ahigren (l.c.) mit seiner Methylenblaumethode, 
da8 das Insulin die Eigenschaft besitzt, die Methylenblaureduktion 
durch tierische Organe und Gewebe erheblich zu beschleunigen. Der 
alleinige Zusatz von Insulin war allerdings ohne Wirkung, es muBte 
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Tabelle III. 
Wirkung des Insulins auf die Sauerstoffzehrung des Rattenzwerchfells. 











Sauerstoffverbrauch, berechnet auf 











Suspensionsflissigkeit Konzentration in 1 mg Trockensubstanz und 1 Stunde 
. ohne Zusatz mit Zusatz 
10-° 7,2 74 7,0 68 
10-* 59 — 6,0 6,7 6,4 
Isotonische Phosphatlésung - - - 10-¢ 64 — 54 5,1 
| 10-3 62 68 | 55 54 
10-2 6,1 42 48 
10-10 7,5 7,4 78 6,8 
10-9 70 — 7,0 68 
— 5 4h > 
Isotonische Phosphatlésung und > a 10 65 7,0 68 
Prenhaneiats 10 64 — 58 54 
are 10-5 6,2 68 | 58. 6,0 
10-38 62 — 55 5,4 
10>? 68 7,2 | 48 56 


stets Insulin und Traubenzucker zusammen gegeben werden. Das 
Lebergewebe war aber auch so nicht imstande, das Methylenblau 
schneller zu entfarben. Ahlgren ist geneigt, dieses auffallende Ver- 
halten auf eine Einwirkung tryptischer Fermente in dem Leberbrei 
zuriickzufiihren. Andererseits ist aber daran zu erinnern, dab, wie 
Neuberg, Gottschalk und Strauss (18) gezeigt haben, im Leberbrei nach 
Zusatz von Insulin eine vermehrte Acetaliehydbildung eintritt. 


Auffallend ist ‘bei den Versuchen von Ahlgren, daB die Wirkung des 
Insulins nur fiir kurze Zeit erhalten bleibt, Gewebe, die 1 bis 2 Stunden 
aufbewahrt wurden, sollen ihre BeeinfluBbarkeit einbiiBen, es soll weiterhin 
sehr wichtig sein, daB die Insulinlésung erst nach der Gewebsmasse dem 
System zugesetzt wird. Ahigren kommt auf Grund seiner Untersuchungen 
aber doch zu der Ansicht, da8 diese beschleunigte Mb-Reduktion als 
Indikator einer akzelerierten Gewebsoxydation angesehen werden muB. Den 
Einwand, daB bei seiner Methode ja eigentlich nur ein Dehydrierungsvorgang 
bestimmt wiirde, der an sich durchaus noch nicht mit der eigentlichen 
Sauerstoffaufnahme gleichgesetzt werden braucht, versuchte er dadurch zu 
entkréften, daB8 er entsprechende Untersuchungen im Thunbergschen 
Mikrorespirometer anstellte. Auch hier fand sich eine Erhéhung der aeroben 
Atmung. Es ist aber hervorzuheben, daB er auch zu diesen Untersuchungen 
Muskelbrei verwandte. Keinen EinfluB8 auf die Sauerstoffzehrung sahen 
mit der Warburgschen Methode Brugsch und Mitarbeiter. Meyerhof und 
Lohmann (1. ¢.) untersuchten ebenfalls die Wirkung des Insulins auf den 
Sauerstoffverbrauch von Leberschnitten. Setzten sie Insulin und Serum 
zu Schnitten von hungernden Ratten, so fanden sie manchmal die Atmung 
etwas gr6Ber, wihrend aber bei normal ernaéhrten Tieren ein Einflu8 nicht 
festzustellen war. In Ringerlésung blieb jeder EinfluB des Insulins auf die 
Atmungsgr6éBe aus. Die bei Hungertieren erreichte Steigerung war auch 
niemals gr6éBer, als sie gelegentlich ohne Insulin gefunden wurde. Takane (17) 
fand bei Suspension des Zwerchfells im Serum eine geringe Steigerung 
des Sauerstoffverbrauchs. Er kommt deshalb zu dem SchluB, daB der EinfluB 
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des Insulins wohl sekundarer Natur sei. Er versucht den auffallenden 
starkeren Einflu8B des Insulins auf den Sauerstoffverbrauch bei Glykogen- 
armut dadurch zu erkléren, daB durch das Insulin Glucose in Glykogen 
verwandelt sein diirfte, es wire damit der Muskel mit dem Kohlehydrat 
versorgt, das er allein mit gréBter Geschwindigkeit umsetzen kénne. Ent- 
gegen den Angaben von Ahlgren war in den Versuchen mit fein verteilter 
Froschmuskulatur, die in Ringerlésung suspendiert war, die Sauerstoff- 
aufnahme nicht in einer die Fehlergrenze iibersteigenden Weise beeinfluBbar. 

Es mu8 demnach erst noch dahingestellt bleiben, ob die Divergenz 
der Beobachtungen nicht durch besondere Permeabilitaétsbedingungen 
verursacht werden. Auch Meyerhof denkt daran, daB die Wirkung des 
Insulins bei Verwendung von Serum entsprechend den Beobachtungen von 
Hdusler und Léwi von solchen Vorgangen abhingt. 


Auf die Bedeutung dieser Vorgange wiesen wir ja schon bei der 
Besprechung unserer Resultate betreffs der Einwirkung des Adrenalins 
auf die Gewebsatmung und auch auf den sich dann ergebenden SchluB, 
daB erst die Permeabilitat der Gewebsverbande verandert sein miisse, 
um eine periphere, zellulare Wirkung der Inkrete zu erreichen. 


Zusammenfassung. 


Es ergab sich keine Steigerung des Sauerstoffverbrauchs tiber- 
lebenden Rattenzwerchfells durch hinzugefiigtes Thyroxin, Adrenalin 
und Insulin. 
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Bestimmung 
des Kreatinins und des Kreatins in kleinen Blutmengen. 


Von 
E. Koplowitz. 
(Aus der II. Medizinischen Klinik der Universitat Berlin.) 


(Eingegangen am 12. Juni 1929.) 


Die Bestimmung des Kreatinins im Serum. 


Zur Kreatininbestimmung im Serum bendétigen Hahn und Meyer 
50 ccm Serum. Somit eignet sich die Methode nicht fiir Reihenunter- 
suchungen. Deshalb versuchte ich die Methode so zu andern, daB schon 
wenige Kubikzentimeter Serum fiir den Kreatininnachweis geniigen. 

Hahn und Meyer geben folgende Methode an. 

100 ccm Serum werden mit Wasser auf 300 ccm verdiinnt. Das Gemisch 
wird in einem Erlenmeyerkolben mit 100 cem Liquor Ferri oxydati dialysati 
gefiillt, den man unter gutem Schiitteln des Serums tropfenweise zusetzt. 
Nach Beendigung des Zusatzes kann sofort durch ein trockenes Falten- 
filter filtriert werden. Das Filtrat ist stets vollkommen wasserklar und 
ganz eiweiBfrei. Das Volumen'‘des Filtrats wird gemessen und auf die 
entsprechende Menge Serum umgerechnet. Sodann wird es bei 55° im 
Vakuum zur Trockne eingedampft, was héchstens 2 Stunden dauert. Der 
Riickstand wird mit méglichst wenig Wasser in ein 100-cem-MeBkélbchen 
gespiilt. Hierauf Kreatininbestimmung kolorimetrisch. ‘ehlergrenzen : 
0,07 bis 0,13 mg. 

Wiahrend sie hier Liquor ferri oxydati zur EnteiweiBung verwenden, 
fanden sie bei der Bestimmung des Gesamtkreatinins (Praformiertes 
Kreatinin und Kreatin) in der Trichloressigsiure ein Eiweibfallungs- 
mittel, das weder das Kreatin, noch das Kreatinin mitreiBt. Sie emp- 
fahlen daher die Trichloressigsiure auch zum EnteiweiBen bei der 
Kreatininbestimmung, wofern der Kreatiningehalt der zu untersuchenden 
Fliissigkeit so hoch ist, ,,da8 man das Filtrat nach Ausfillen des Ei- 
weiBes direkt zur Bestimmung verwenden kann, d. h. ohne da’ vorher 
im Vakuum eingedampft werden mub“. 

Ich setzte folgende Versuche an, die die Kreatininbestimmung 
in kleinen Serummengen erméglichen sollten, ohne bis zur Trockne 
einzudampfen. 

Von einer Stammlésung, die aus 0,2g Kreatinin purissimum 
(Dr. Freund und Dr. Redlich) und 5cem n/10 Salzsiure auf 100,0 Aqua 
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dest. mit Zusatz einiger Tropfen Toluol hergestellt war, wurden zwei 
verschieden groBe Mengen auf 5ccm mit Wasser verdiinnt. Hierzu 
kamen 5 ccm eines stets frisch angesetzten Gemisches von 25 cem bei 
Zimmertemperatur gesattigter Pikrinsdurelésung (Schering-Kahlbaum 
pro Analysi) und 10 ccm einer 10°, igen Natronlauge. Nachdem diese 
Lésung 5, 10, 15 Minuten usw. gestanden hatte, wurde kolorimetriert. 
Zur Kolorimetrie wurde das Authenrieth-Kénigsbergsche Kolorimeter 
mit dem Kreatininkeil von Hellige & Co., Freiburg i. Br., verwandt. Als 
Lichtquelle diente eine stets in gleiche Héhe gebrachte elektrische Matt- 
birne, vor die zur diffusen Zerstreuung des Lichtes weiBe Leinwand gespannt 
war. Das Kolorimeter hatte immer den gleichen Abstand von der Licht- 
quelle und die gleiche Héhe. Zwei Beobachter machten je drei Ablesungen. 
Die so erhaltenen Mittelwerte zeigten Schwankungen von + einem Teilstrich. 
Dabei zeigte es sich, daB von 25 bis 40 Minuten die kolorimetrischen 
Mittelwerte innerhalb der AblesungsfehlergréBe konstant waren. 





L. 1. 
Alpen Mitte i} _Abgelesen “Mitel Abgelesen Mittel Abgelesen Mittel 
5 Sieideies rs ‘Wintts. 
73 78 74 | 73 74 74 66 66 65 66 65 65 | 
73 75 74| "38 | 73 74 74 | 735 | 67 6565 | 58 | 65 67 66 958 
10 Minuten. 10 Minuten. 
71 72 72 | 71 71 78 | 57 58 BS | 1 57 5857) en 
71 72 73} “48 | 92 7273) 7° | 595656) 574 | 57 5857 57-4 
' 15 Minuten. ; 15 Minuten. 

71 71 70 170 70 71) . 58 58 56 56 58 58 c 
70 70 71; 5 | 99 71 71 | 5 | 5758 57 | 574 | 57 58 58 | 575 
20 Minuten. 20 Minuten. 

70 70 71 \ 70 70 70 56 57 58 55 5656| - 
69 70 70| 799 | 79 71 71) 74 | 575756) 568 55 55 56 | 555 
25 Minuten. 25 Minuten. 

69 69 70 | 69 70 69 54 5D 54 54 55 54 
70 71 71| © | 7970 70 | 96 | 54 5455 OOM 54 55 | (Ob 
30 Minuten. 30 wi 
70 70 69 ! 70 69 70! 54 5B 54 58 53 54 
69 70 69 | © | 69 70 70 | ©%6 | 55 5458 4? | 5353854 584 
835 Minuten. 85 Minuten. 
69 69 69 | | 70 69 69 52 54 B4 | 55 58 55 
70 69.70 | 894 | 70 70 70 | 96 | 53.5555 S44 | 5a 5453 540 
40 ienie, 40 Minuten. 
70 70 69 70 54 Bt | | 58 58 
71 69 | 70.0 69 70 | 696 53 | 536 | 54 58 | 53,5 
71 69 | 70 70 54 54 | B4 58 





Gleichzeitig konnte festgestellt werden, daB schon 1 mg-°,, Kreatinin 
in 10 ccm Flissigkeit exakt nachweisbar war. 
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Das Gemisch ven 10 cem einer 10°, igen Natronlauge mit 25 ccm 
bei Zimmertemperatur gesattigter Pikrinsaiure fiihrt haufig zur Aus- 
kristallisation von Natriumpikrat. Dies bedingt dann eine dunklere 
Firbung. Verwendet man eine solche Lésung zur Kreatininbestimmung, 
so erhalt man falsche, und zwar héhere Werte. Um diese Fehlerquelle 
zu vermeiden, wurden Versuche mit schwiacheren Natronlaugenkonzen- 
trationen angesetzt. Auch bei Zusatz von 5°,iger Natronlauge fielen 
bisweilen nach mehrstiindigem Stehen geringe Mengen von Natrium- 
pikrat aus. Dagegen konnte ein Gemisch mit 3°,iger NaOH bis zu 
24 Stunden chne Veranderung stehen bleiben. Die Reaktion dieses 
Gemisches ist deutlich alkalisch. Erst bei Zusatz von 10 ccm einer 
3/,% igen NaOH zu 25ccm Pikrinséure zeigte die Lésung neutrale 
Reaktion. 

Kolorimetriert man gleiche Kreatininmengen mit verschieden- 
prozentigem Zusatz von Natronlauge zur Pikrinsdure, so liest man 
mit fallender Natronlaugenkonzentration in helleren Keilteilen ab. 
Die Aufhellung ist nur sehr geringgradig und liegt fast in der kolori- 
metrischen Fehlerbreite. Hingegen erhalt man bei Aufzeichnung der 
gefundenen Werte auf Millimeterpapier die erforderliche Gerade, wenn 
man mit gleichbleibender Natronlaugenkonzentration 2, 3, 4 usw. mg-°, 
Kreatinin bestimmt. 


Gefundene Mittelwerte mit NaOH-Zusatz: 





2 °/oig 3% /oig 5°%/oig 


2mg-% Kreatinin. 

70,2 70,0 70,2 70,2 69,8 69,6 
3 mg-% Kreatinin. 

61,0 60,8 60,2 60,6 
4mg-% Kreatinin. 


52,5 52,4 51,2 51,2 515 59,8 


Ein weiterer Vorteil der Verwendung von 3°%,iger NaOH liegt 
darin, daB auch Kreatininwerte von |, mg-°%, und darunter erfabt 
werden kénnen, wahrend die dunklere Eigenfarbe des 10 °,,igen NaOH- 
Pikrinséuregemisches dies unméglich macht. 

Nach diesen Vorversuchen wurde der Keil geeicht. 1 bis 5 mg-°,, 
Kreatinin wurden je sechsmal in 5 ccm Wasser gelést. Hierzu kamen 
5 cem eines stets frisch bereiteten Gemisches von 10 cem einer 3°, igen 
Natronlauge und 25ccm einer bei Zimmertemperatur gesittigten 
Pikrinsaéurelésung. Die Mittelwerte ergaben, auf Millimeterpapier 
aufgetragen, eine Gerade. 

Die so erhaltene Eichkurve findet bei der Bestimmung von Krea- 
tinin im Serum und Vollblut Anwendung. 
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Hierauf wurde nach folgender Methode das Kreatinin im Serum 
bestimmt : 


3ccem Serum werden in einem Zentrifugenglas mit 4 ccm Wasser 
gemischt. Dazu kommen tropfenweise unter Umriihren 3 ccm einer 
stets frisch bereiteten 10° igen Trichloressigsiurelésung. Es wird 
zentrifugiert, die erhaltene klare, eiweiBfreie Lésung abgegossen und 
1 Tropfen einer 1°, igen Lésung von para-Nitrophenol in 96°, igem 
Alkohol zugesetzt. 


Zu 5cem der so erhaltenen Lésung (= 1,5cem Serum) wird zur 
Neutralisation der tiberschiissigen Trichloressigsiure so lange 33 °,,ige 
Natronlauge zupipettiert, bis die Lésung in Gelb umschligt (3 bis 
4 Tropfen NaOH). Hierzu kommen 5cem des Pikrinsiure-Natron- 
laugengemisches. Man schiittelt gut durch, li8t 30 Minuten stehen 
und kolorimetriert. 


Zur Eichung der Kurve wurden insgesamt 10 ccm Fliissigkeit 
genommen. Diese Menge wird bei der Kreatininbestimmung im Serum 
um 3 bis 4 Tropfen Natronlauge tiberschritten, die zur Neutralisation 
erforderlich sind. Der Zusatz andert jedoch nichts an dem Endwert. 








Tabelle I. 

Leerserum. 
me .. Mittel ‘mg-9/, i. | Mittel mg-/o|| eal Mittel mg-°/> a a Mittel | mg-°/9 
73 73 | 74 72 | 73 73 72 73 | 
72 73 | 73,0 | 1,70 || 73 72 | 72,6 | 1,75 || 72 72 | 72,5 | 1,75 || 72 72 | 72,4 | 1,80 
73 74 72 73 72 73 72 73 | 


Mittel fiir Leerserumkreatinin 1,75 mg-%. 


Zusatz von Kreatinin. 








Abgelesen| Mittel | mg-/y aa | Abgslecen| Mittel | mele | com aml 
Zusatz 1,0 mg-%. Zusatz 1,0 mg-%. 

64 63 | 64 64 | 10 

63 64) 63,8 2,75 1,0 63 65) 64,0 2,70 0,95 | — 0.05 

64 65 | 64 64 | ; 
Zusatz 2;0 mg-%. Zusatz 2,0 mg-%. 

55 O55 | 55 55 40 

54 55 546 | 38,75 | 20 55 55) 55,0 3,70 1,95 | = 0.05 

54 55 55 55 ” 
Zusatz 3,0 mg-%. Zusatz 3,0 mg-%. 

45 48 46 46 | — 0.05 

46 48 | 446 4,70 2,95 | 46 48 46,8 4,70 2,95 — 0.05 

47 46) | 48 46 | ’ 
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Kontrolle mit Stammldésung. 





Abgelesen | Mittel mg+?/ 9 Fehler | Abgelesen| Mittel mg-®/ | Fehler Mittel 


2 mg-%. 2 mg-%. 
70 70 69 70 4+. 0,05 
70 70. 69,8 2,05  +0,05 69 70 69,5 2,1 + 0,1 4 01 
69 70 69 70 , 
4mg-%. 4mg-%. 
55 62 | | 53 52 | | —01 
5453) 535 | 390 |—01 | 53 53) 528 | 40 | +0 | + iY 
54 53 | | | 53 53 | 


Zur Kontrolle der Methodik wurden zum Serum _ bestimmte 
Mengen reinen Kreatinins zugesetzt. Ermittelt wurde das praformierte 
Kreatinin und das Zusatzkreatinin. Die Resultate waren wie in 
Tabelle I angegeben. 


Die maximalen Schwankungen der zugesetzten und dafiir wieder- 
gefundenen Werte betragen + 0,12 und —0,13mg-%. Bei Be- 
riicksichtigung der Pipetten- und AblesungsfehlergréBe liegen diese 
Werte durchaus im Bereich der methodischen Fehlerquellen. 


Die gefundenen Kreatininwerte im Serum decken sich mit den 
in der Literatur angegebenen. 


Die Bestimmung des Kreatins im Serum. 


Hahn und Meyer bestimmen das Kreatin im Serum wie folgt: 


50cem Serum werden mit 25cem Wasser verdiinnt, dazu werden 
50 ccm einer 10% igen wasserigen Lésung von Trichloressigséure, die stets 
frisch sein muB, zugesetzt. Es entsteht ein dicker Niederschlag. Nach 
15 Minuten langem Stehen wird durch ein trockenes Faltenfilter abfiltriert 
und die Menge des zur Weiterverarbeitung benutzten Filtrats gemessen, 
damit man auf die entsprechende Menge Serum umrechnen kann. Die 
Kochprobe gibt im Filtrat stets nur eine ganz minimale Triibung durch 
EiweiB, so daB das EiweiB bei der Weiterverarbeitung nicht stért. Auch 
ist die leichte Triibung, die im Filtrat infolge der in ihm enthaltenen 
iiberschiissigen Trichloressigsiiure entsteht, belanglos, da sie bei dem 
spater erfolgenden Neutralisieren verschwindet. 


Zur Kreatinbestimmung im Filtrat gibt man zu 100ccem desselben 
4 Tropfen einer 1% igen Lésung von p-Nitrophenol in 96%igem Alkohol. 
Jetzt neutralisiert man die iiberschiissige Trichloressigsiure mit 30 °,iger 
Natronlauge, die man aus einer Biirette zuflieBen 1aBt, bis p-Nitrophenol 
in Gelb umschlagt. Zur jetzt neutralen Lésung fiigt man genau 30 ccm 
einer etwa 6n HCl hinzu. Der Gehalt des Gesamtreaktionsgemisches ist 
nunmehr etwa doppelnormal an Salzséure. In einer gut verschlossenen 
Flasche bringt man das Gemisch 24 Stunden in einen Thermostaten von 
60 bis 65°. Nach dieser Zeit ist das Kreatin vollstandig in Kreatinin iiber- 
gegangen. Nach Abkiihlung entnimmt man mit der Pipette, je nach dem 
Kreatingehalt des Reaktionsgemisches, eine bestimmte Menge. Diese ist 
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bei Rinderserum am besten 50 ccm, was etwa 15ccm Serum entspricht. 
Man iiberfiihrt die Fliissigkeitsmenge in den zur Bestimmung des Kreatinins 
dienenden 100-cem-MeBkolben und titriert mit 30%iger Natronlauge 
so lange, bis die Farbe des p-Nitrophenols wieder in Gelb umschligt. Die 
Lésung ist dann praktisch neutral. Beendigung des Nachweises wie Krea- 
tinin im Harn. 


Die fiir diese Methode erforderlichen Serummengen sind sehr 
groB. Es wurde daher auch zur Bestimmung des Kreatins im Serum 
das gleiche Prinzip angewandt, das fiir die Kreatininbestimmung 
oben beschrieben wurde. Folgende Anordnung erwies sich als brauchbar. 

2 ccm Serum werden mit 5 ccm Wasser gemischt und tropfenweise 
3cem 10%, iger Trichloressigsdure zugefiigt. Es wird zentrifugiert, 
die erhaltene klare Lésung abgegossen und 1 Tropfen para-Nitrophenol 
zugesetzt. 

In einer 10 ccm-Flasche werden 5ccm des Gemisches (= 1 com 
Serum) mit 33 °%,iger Natronlauge bis zam Umschlag ins Gelbe neutrali- 
siert. Hierzu kommen 2,5 ccm einer 6 n Salzsiure, so daB die Lésung 
annihernd 2n HCl wird. Sie bleibt 24 Stunden gut verschlossen in 
einem Thermestaten von 60 bis 65°. Dann ist das gesamte Kreatin 
in Kreatinin tibergefiihrt. 

Nach Abkihlung auf Zimmertemperatur fiigt man zu 5ccm des 
Gemisches (= 0,66 ccm Serum) so lange tropfenweise 33 °,ige Natron- 
lauge hinzu, bis para-Nitrophenol in Gelb umschlagt. 30 Minuten nach 
Zusatz von 5ccm Pikrinsiure-Natronlauge wird kolorimetriert. 

Da die Neutralisation der letzten Portion etwa 1,2 cem 33 %iger Natron- 
lauge erfordert, wird die Pikrinséure-Natronlauge nicht zu 5 cem, wie bei 
der Kreatininbestimmung, sondern zu 6,2 ccm Fliissigkeit zugesetzt. Es muB 
also fiir die Bestimmung des Kreatins im Serum eine zweite Kurve geeicht 
werden, bei der Kreatinin in 6,2 ccm Wasser gelést ist. Die so geeichte 
Kurve wird dann auch zur Berechnung des Kreatins im Vollblut benutzt. 

Zur Bestimmung des Kreatins wird das vorher in einer anderen 
Portion gefundene praformierte Kreatinin von dem jetzt erhaltenen 
Gesamtkreatinin abgezogen und die Differenz mit 1,16 multipliziert. 


Die Kontrolluntersuchungen mit Zusatz von reinem Kreatin zum 
Serum ergaben folgende Resultate: 


Tabelle II. 


Leerserum. 





Abgelesen Mittel mg-°', | Abgelesen| Mittel mg-9/) |Abgelesen| Mittel | mg+9/ 


$0 79 | 79 79 | 79 79 | 
79 78| 792 | 1,05 | 80 79| 792 | 105 79 79 788 | 1,10 
80 79 79 79 | 79 78 


Leerserum: Mittel 1,05 mg-%. 
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Gesamt: pow : i Gesamt- Dit 
Abgelesen | Mitte! | kreatinin omen | Kreatin ||Abgelesen| Mittel | kreatinin ao Kreatin 
mg+°/o mge°/o 
Zusatz 1,0 mg-%. Zusatz 1,0 mg-%. 
74 74 . 74 74 | 
75 75 | 74,5 1,80 0,75 | 0,87 | 738 74) 73,5 1,90 0,85 | 0,98 
75 74 73 «73 
Zusatz 2,0 mg-%. Zusatz 2,0 mg-%. 
67 64 | 67 68 
66 67 | 67,2 2,90 1,85 | 2,14 | 67 68 67,4 2,85 1,80 2,08 
66 68 | 67 67 
Zusatz 3,0 mg-%. Zusatz 3,0 mg-%. 
62 63 | | | 63 63 
63 63 | 62,8 3,60 2,55 | 2,95 | 68 68 | 63,2 3,45 245 2,84 
62 64 | | 64 63 
Kontrolle. 
Sia ~ Gesamts | cians ao Gesamt> | 
Abgelesen | Mittel kreatinin = Kreatin | Abgelesen Mitte! kreatinin | = Kreatin 
| mge%/o | mg*°/o | 
1,07 mg-%. 1,07 mg-%. 
81 82 | 82 83 
82 82 82,0 0,90 1,04 82 82 82,0 0,90 1,04 
82 83 81 82 


Auch hier liegen die gefundenen Werte im Bereich der iiblichen 
methcdischen FeblergréBe. 


Bestimmung des Kreatinins und des Kreatins im Vollblut. 


Zur Bestimmung des Kreatinins und Kreatins im Vollblut ver- 
wandte ich mit Natriumcitratlésung — 2 bis 3 Tropfen einer 40%, igen 
Lésung auf 20 cem Blut — ungerinnbar gemachtes Blut. Zur Himolyse 
setzte ich zu einem Teile Blut 4 Teile Aqua dest. Dabei wurde das Blut, 
das insgesamt erforderlich war, in toto himolysiert und zum Nachweis 
aliquote Teile benutzt. 


Teilt man das Blut vor der Hamolysierung, so liuft man Gefahr, 
daB die Einzelportionen verschieden groBe Mengen von Blutkérperchen 
und damit Kreatinin und Kreatin enthalten. 


Nachweis des Kreatinins im Vollblut. 


Zu 15cem hamolysierten Blutes (= 3ccm Vollblut) werden 
tropfenweise unter staéndigem Umriihren 3 ccm einer stets frisch be- 
reiteten 20°,igen Trichloressigsiurelésung zugefiigt. Das Gemisch 
wird entweder zentrifugiert oder durch ein Faltenfilter geschickt, 
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zu der klaren, eiweibfreien Lésung 1 Tropfen para-Nitrophenollésung 
(Ss. 0.) zugesetzt. 

Zu 5cem der Lésung (= 0,83 cem Blut) wird 33 %,ige Natronlauge 
so lange zupipettiert, bis para-Nitrophenol in Gelb umschlagt (2 bis 
3 Tropfen). 

Nunmehr werden 5ccm des Pikrinsiure-Natronlaugengemisches 
(s. oben) zugefiigt. Es wird gut durchgeschiittelt und nach 30 Minuten 
kolorimetriert. 

Zur Ablesung der Kreatininwerte wird die fiir das Serumkreatinin 
geeichte Kurve benutzt. 

Kontrollen mit praformiertem Vollblutkreatinin und Zusatz von 
reinem Kreatinin hatte folgendes Ergebnis: 


Tabelle III. 
































Leervollblut. 
Abgelesen Mittel ences Abgelesen Mittel | —— || Mittelwert | In 0,08 ccm 
REL WO Gets Mtn ou ePiatcs Ts | melo | pallens BEM 
78 79 78 80 
78 78 78,4 1,10 79 79 78,8 1,05 1,08 0,17 
78 79 79 78 | | 
Zusatzbestimmung. 
“oes OES A PE RS ORE Py ee BE 
Ab: . : ae Diffe- Abs - a “ Diffe. 
gelesen Mittel treo in 0,08 | aaa I gelesen Mittel mathe in 0.08 ane | Fehler 
Zusatz 2 mg-%. Zusatz 2 mg-%. 
64 64 | 64 63 | O11 
64 64! 63,6 | 28 2,97 | 1,89 || 63 62 63,0 2,85 | 3,02 | 1,94 ane 
63 63 63 63 f 
Zusatz 3 mg-%. Zusatz 3mg-%. 
53 55 | 53 53 0.06 
54 54 54,0 | 385 4,02 | 2.94 53 54! 534 | 8,90 407 | 3,99 ate 
54 54 53 54 | om 
Zusatz 4mg-%. Zusatz 4 mg-%. 
45 45 45 45 | 0.11 
45 46 45,2 480 497 389 4545 452 480 497 3,89 nae 
45 45 45 46 


Auch hier liegen die gefundenen Zahlen innerhalb der methodischen 
FehlergréBe. 
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Nachweis des Kreatins im Vollblut. 


Bei dem Nachweis des Kreatins im Vollblut fanden Hahn und 
Meyer (1), daB die ,,theoretischen und beobachteten Werte weniger gut 
iibereinstimmen™. 

Ich bestimme das Kreatin im Vollblut wie folgt: 

l ccm hiamolysierten Blutes (= 3ccm Vollblut) werden wie das 
Kreatinin im Vollblut enteiweiBt und die erhaltene klare Lésung nach 
para-Nitrophenolzusatz neutralisiert. 

Zu 5 ccm des Gemisches (= 0,83 ccm Blut) fiigt man 2,5 ccm einer 
6n Salzsiure. Sodann kommt es gut verschlossen fiir 24 Stunden in 
einen Thermostaten von 60 bis 65° C. 

Danach werden 5ccm der Lésung (= 0,55ccem Blut) weiter- 
behandelt wie das Kreatin im Serum. 

Die Berechnung wird an Hand der Serumkreatinkurve vor- 
genommen. 

Beim Zusatz von Kreatinin und Kreatin zum Vollblut ging ich in 
folgender Weise vor. 

Zu 15ccm hamolysierten Blutes kommen in 2ccm Wasser geldést 
das Kontrollkreatinin bzw. Kreatin. Dann wird wie oben enteiweiBt. 
Durch diese hinzugefiigten 2 ccm Wasser ist in den zur Kolorimetrie ge- 
langenden 5ccm Fliissigkeit weniger Ausgangsblut enthalten als bei der 
Leerbestimmung. Die Differenz betrigt fiir den Kreatininzusatz 0,083 ccm, 
fiir den Kreatinzusatz 0,05ccm. Bei den Kontrollbestimmungen mu 
also zu dem gefundenen Wert so viel hinzugerechnet werden, wie in 0,083 ccm 
Blut Kreatinin bzw. 0,05cem Blut Gesamtkreatinin enthalten sind. 

Die Kolorimetrie des Gesamtkreatinins im Blute und des Zusatzes 
von Kreatin ergab die in Tabelle IV angefiihrten Befunde. 

Auch hier liegen die erhaltenen Werte in der methodischen Fehler- 
breite. Obendrein zeigt das gleiche Resultat bei der vierfachen Kontrolle 
des Gesamtkreatinins im Vollblut, daB die FehlergréBe bei den Zusatz- 
bestimmungen zum groBen Teile auf die erforderlichen Additionen und 
Multiplikationen zuriickzufihren ist. 

Nach den oben beschriebenen Methoden wurde das Kreatinin und 
Kreatin in Arterie und Vene bestimmt. Untersucht wurden zwilf 
Patienten und zwei Hunde. Bis auf Fall 1 und 4 sind die Blutentnahmen 
an niichternen Versuchspersonen gemacht. 

Das Arterienblut entnahm ich aus der Arteria bracchialis nach der 
von Dresel und Himmelweit (2) angegebenen Methode. 


Die zwischen Arterie und Vene gefundenen Unterschiede im 
Kreatinin- und Kreatingehalt des Blutes liegen fast durchweg im Be- 
reich der methodischen FehlergréBe. Die vereinzelten gréBeren Diffe- 
renzen lassen sich bei ihrer geringen Zahl] nicht auswerten. Hiernach 
kann der Kreatingehalt im Arterien- und Venenblut als gleich an- 
gesehen werden. 
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Zusammenfassung. 


1. Die angegebenen Methoden erméglichen, in 20 cem Blut sowohl 
das Kreatinin als auch das Kreatin im Plasma und Vollblut quantitativ 
zu bestimmen. Es erfordert der Nachweis des Kreatinins im Plasma 
3ccm, der des Kreatins 2ccm Plasma. Zum Nachweis des Kreatinins 
und Kreatins im Vollbut bedarf es je 3ccm Vollblutes. 

2. Zwischen Arterien- und Venenblut konnte kein Unterschied 
im Kreatinin- ebenso wie im Kreatingehalt gefunden werden. 


Literatur. 


1) Hahn und Meyer, Zeitschr. f. Biol. 76, 1922. — 2) Dresel und Himmel- 
weit, Klin. Wochenschr. 1929, Nr. 11, 8. 504. 
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Fehlerquellen und Berechnung bei der Messung der 
Oberflichenspannung mit der Ringmethode und Mikrowaage. 


Von 
G. Orban und L. Reiner. 


(Mitteilung aus dem Physikalischen Institut und aus dem Hygienischen 
Institut der k. ungar. Elisabeth-Universitat, Pécs.) 


(Eingegangen am 13. Juni 1929.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


Zur Bestimmung der Oberflichenspannung wurde die Abreif- 
gewichtsmethode schon im Jahre 1863 von Wilhelmy empfohlen. Neuer- 
dings wird diese Methode besonders in biologischen Arbeiten verwendet. 
Du Noiiy \aB®t einen ringférmigen Draht abreiBen' und mibt die Kraft 
mit einer eigens hierfiir konstruierten Torsionswaage (Tensiometer). 
Brinkmann und Mitarbeiter haben ebenfalls einen ringférmigen Abreib- 
kérper benutzt und die Kraft mit der Mikrowaage von Hartmann & Braun 
gemessen. 

Die Methode von Wilhelmy beruht auf der Annahme, da8 im Augen- 
blick des AbreiBens eines gut benetzbaren Kérpers von der Fliissigkeits- 
oberfliche das Gewicht der gehobenen Fliissigkeitsmenge einerseits 
und die Summe der in die Richtung der Schwerkraft fallenden, an den 
Kanten des Ringes wirkenden Oberflichenkrafte sich in Gleichgewicht 
befinden. Handelt es sich um einen auBerordentlich diinnen geraden 
Draht oder eine ebene Platte, dann ist: 


° P= 2ly, (1) 
wo P das Gewicht, | die Kantenlange und y die Oberflachenspannung ist. 
In diesem Falle sind die Oberflaichenkrafte, die auf die beiden 


Kanten der auBerordentlich diinnen Platte wirken, wegen der voll- 
standigen Symmetrie (in bezug auf die Ebene der Platte) einander voll- 





1 Schon Timberg hat mit dieser Methode Versuche angestellt (nach 
Handb. d. Phys. 7, 407, FuBnote 2). 
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kommen gleich und die Kraft gleich Lange x Spannung, da angenommen un 
wird, daB die Tangente der Oberfliche an der Kante des Ringes beim we; 
AbreiBen in die Richtung der Schwerkraft fallt. Be: 

Bei einem ringférmigen Draht ist dies jedoch nicht der Fall. Die 

auf die innere und auBere Kante wirkenden Oberflaichenkrafte sind trotz me 
angenahert tibereinstimmender Kantenlangen verschieden. Handelt es Pla 
sich namlich um einen kleinen Ring oder um eine Fliissigkeit von groBer Ge 
Oberflachenspannung oder genauer von groSer spezifischer Kohasion, zur 
dann weichen die kapillaren Oberflachen innerhalb und auBerhalb des so 
Ringes voneinander stark ab. Die Gestalt der Fliissigkeit ist in diesem Gl 
‘alle wie in Abb. 1 sichtbar und die Fliissigkeit reiBt an der bezeichneten ver 


Stelle unterhalb des Ringes ab. Das AbreiBgewicht ist in diesem Falle 





We 
Abb. 1. 
All 
kleiner als die Summe der auf den Ring in der Richtung der Ober- 
flaichen wirkenden Oberflachenkrafte (4ary). Die Abweichung ist 
nach der Theorie der Kapillaritaét eine Funktion von r/a, wo r= Halb- che 
messer des Ringes und a = yz die Quadratwurzel aus der spezifischen 
8 
Kohiasion ist. Beachtet man auBerdem, daB ein Ring, dessen Dicke d ist, 
infolge von Adhasion auch noch eine Wassersiule vom Gewicht 
2adrhsg zu heben hat (r ist der mittlere Halbmesser, h die Hub- 
héhe, s die Dichte, g die Schwerebeschleunigung), dann wird man die 
Oberflichenspannung, wenn die Dicke des Ringes nicht allzu groB ist 
im Verhaltnis zu dem Durchmesser, nach folgender Formel berechnen: 
P —2adrhs 
y= —oe8 (2) 
4arF ( =) 
(Bei der Berechnung von Tabelle I wurde h naherungsweise = a gesetzt.) mi 
Wir méchten hier darauf hinweisen, da8 die Verhaltnisse hier ahnlich ur 
liegen, wie bei der Messung der Oberflachenspannung mit der Tropfen- W 
gewichtsmethode. Auch dort ist die an der Kante der Kapillarréhre Ri 
; wirksame Oberflichenkraft gréBer als das Gewicht des fallenden fii 
Tropfens. Die Abweichung ist auch hier eine Funktion von r/a. In 
diesem Falle hat Lord Rayleigh ® (r/a) experimentell bestimmt. Auch A 


in unserem Falle wire die Berechnung von F (r/a) recht schwierig FE 
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und wiirde voraussichtlich zu keinem einfachen Resultat fiihren. Des- 
wegen trachteten auch wir, die Ringmethode durch experimentelle 
Bestimmungen brauchbar zu machen. 

Wir benutzten drei 0,2 mm dicke Platinringe vom mittleren Halb- 
messer 6,85, 4,71 und3,16 mm, haben das AbreiBgewicht von den drei 
Platinringen an drei Fliissigkeiten : 2 fach destilliertes Wasser (y = 7,42 mg 
Gewicht/mm), 98° igen Athylalkohol (y = 2,29) und Benzol (reinst 
zur Molekulargewichtsbestimmung; y = 2,16) bestimmt und aus den 
so erhaltenen experimentellen Daten die Werte von F (r/a) laut 
Gleichung (2) berechnet. Tabelle I und Abb. 2 enthalten F (r/a) fiir 
verschiedene Werte von r/a. 























Tabelle I. 
aa ae ae Pees cee ed ape * » rp te 
| aan . oan» P—2ardhsg| 2a(r, +72) F(*) 
| 6:85 1.770 
Wasser . . 471 1225 4045 381,5 438.8 0,870 
i 316 0820 | 238.9 9997 293.4 0.754 
{6,85 2.88 212.8 196,4 197,1 0,994 
Alkohol.. . 471 1.99 144.5 133.2 135.0 0,983 
li 316 135 89.7 82.2 90.3 0.910 
(6,85 2.64 270.7 250,9 254.4 0.984 
Benzol 471 1.82 181.9 168.2 175.2 0,960 
| 316 1.22 110.9 101.8 1172 0.860 
Fig) 
1a ie —= 
aeseaue au 
rT 
SEGnae de | 
| | 1 | | 
q+ }t++_. + 4 
| | | | «Atasser © Alkohol Benzo! | 
a6 | ee ee } 
0 1 2 3¢ 


Abb. 2. 


Bei Alkohol war F (r/a) sowohl fiir den Ring mit dem Durch- 
messer 6,95 mm, wie auch fiir denjenigen mit dem Durchmesser 4,78 mm 
ungefihr gleich 1. Bei Benzol lieferte nur der gréBere Ring einen 
Wert 1 fiir F (r/a). Bei Wasser waren die Messungen mit dem gréBten 
Ring wegen des ungeniigenden MeBbereichs der Mikrowaage nicht aus- 
fiihrbar. Die beiden anderen ergaben fiir F (r/a): 0,870 bzw. 0,754. 

Als ein Beweis dafiir, daB Gleichung (2) richtig ist, d. h. daB das 
AbreiBgewicht auBer der Oberflichenspannung tatsichlich auch eine 
Funktion von r/a ist, beweist die letzte Kolumne in Tabelle I. Man 
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sieht, daB bei zwei verschiedenen Fliissigkeiten zu gleichen Werten 
von r/a auch gleiche Werte von F (r/a) gehéren. 

Aus der Tabelle ist es auch ersichtlich, daB, falls r/a > 3 ist, 
F (r/a) ~ 1, also die Korrektion zu vernachlassigen ist. Bei wisserigen 
Lésungen ware die Korrektion nur bei Ringen mit einem Durch- 
messer tiber 20mm zu vernachlissigen. In diesem Falle wiirde 
aber das AbreiBgewicht schon ungefihr 900mg betragen und 
demnach mit der tiblichen Type der Hartmann & Braunschen Mikro- 
waage nicht mehr meBbar sein. 

Nach dem Bisherigen ist die Ringmethode ohne Korrektion der 
bisher tiblichen Berechnung verwendbar, falls, wie bei dem Tensiometer 
von Du Noiiy die Dimensionen des Ringes bzw. das MeBbereich des 
Apparats geniigend groB sind. Bei der von Brinkmann empfohlenen 
Hartmann & Braunschen Mikrowaage ist die GriBe des anwendbaren 
Ringes durch das MeBbereich der Waage begrenzt, und zwar in der 
Weise, daB die Korrektion von F (r/a) nicht nur nicht zu vernachlassigen, 
sondern ziemlich groB ist. Ebenso bedarf es wohl keiner niheren Er- 
klarung, daB die empirische Formel von Tominaga mit einer zahlen- 
maBig angegebenen Konstanten im besten Falle nur fiir einen einzigen 
Ring und eine Flissigkeit Geltung haben kann, jedoch nicht allgemein 
anwendbar ist. 

Es sei schlieBlich bemerkt, daB die Methode nach unseren, wie auch 
nach friiheren Erfahrungen von Reiner und Kopp sowohl mit kleinen, 
wie auch mit groBen Ringen gut reproduzierbare Werte mit einer 
maximalen Schwankung von einigen Promille lieferte. 


Zusammenfassung. 


Es wurde gezeigt, daB die Bestimmung der Oberflachenspannung 
mit der sogenannten Ringmethode dadurch kompliziert wird, dab 
in diesem Falle das AbreiBgewicht, sofern man nicht mit Ringen arbeitet, 
deren Durchmesser geniigend gro8 ist, auBer der Oberflichenspannung 
und Ringradius auch von dem Verhiltnis r/a (Halbmesser/Quadrat- 
wurzel der spezifischen Kohiasion) abhangt. Die dieser Abhangigkeit 
entsprechende Funktion F (r/a) wurde fiir verschiedene Werte von r/a 
bestimmt und gezeigt, daB sie fiir r/a > 3 = 1 wird. Will man Mes- 
sungen mit der Mikrowaage von Hartmann & Braun ausfiihren, so mu8 
man bei der Berechnung die Korrektion F (r/a) verwenden. 
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